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1 Einfiihrung in die Thematik

1.1 Bedeutung und Funktion der biologischen Membran

Die biochemische Leistungsfihigkeit einer Zelle steht in engem Zusammenhang mit der
Funktionalitit ihrer Zellmembranen. Von ihrer Integritit hingt das Uberleben einer jeden
Zelle in entscheidender Weise ab. Die Cytoplasmamembran grenzt die Zelle zur Auflenwelt
ab und ist gleichzeitig Trager wichtiger Zellstrukturen, z. B. von Proteinen und
Kohlenhydrat-Oligomeren, die unter anderem der Zell-Zell-Erkennung, der
Signaltransduktion und der Aufrechterhaltung eines bestimmten lebenswichtigen
Zellmilieus durch ihre selektive Permeabilitit dienen [1]. Ahnliche Membranstrukturen
findet man auch im Inneren eukariontischer Zellen. Hier bilden sie kleine Kompartimente,
z. B. die Mitochondrien, die Chloroplasten, das endoplasmatische Reticulum (ER), den
Golgi-Apparat, die Peroxisome und die Vakuolen aus, die es der Zelle ermoglichen,
komplizierte Stoffwechselprozesse durchzufithren. So trigt die Gesamtheit der
Biomembranen einer Zelle entscheidend zu ihrem Uberleben bei, weswegen die einzelne
Zelle die kleinste funktionale Lebenseinheit darstellt. Dabei finden die biochemischen
Prozesse einerseits durch 16sliche Proteine im Lumen der Kompartimente statt, andererseits
ist die Zellmembran selbst Triger biochemischer Reaktionen durch membranstiindige oder
integrale Proteine. Zellspezifisch und anhand der subzelluldren Lokalisierung lassen sich
verschiedene Membranen differenzieren, deren Unterschiede in der Lipidzusammensetzung
(zumeist Phospholipide), in dem jeweiligen Enzymmuster und dem Protein/Lipid-
Massenverhiltnis zu finden sind. So besteht z. B. die mitochondriale Innenmembran zu 76
% aus Proteinen, was mit ihrer hohen Syntheseleistung einhergeht. Die Myelinmembran
einer Nervenzelle weist hingegen nur einen Proteingehalt von 18 % auf, weswegen der
hohe Lipidanteil einen guten elektrischen Isolator fiir die Nervenzelle darstellt [2]. Trotz
der Vielfdltigkeit biologischer Membranen, weisen sie alle eine gleiche Grundstruktur

(Abb. 1.1, aus [3]) auf: jede biologische Membran besteht aus einer diinnen, etwa 5 bis 10
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nm dicken [2], [4], [5] Doppelschicht amphiphiler Molekiile, den Lipiden, deren
hydrophober Teil ins Innere der Membran gerichtet ist und deren hydrophiler Teil nach
aullen in den Elektrolyten reicht [6].
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung einer tierischen Zell-
membran [3].

Die enge laterale Packung der Lipide wird durch die intermolekularen Wechselwirkungen
der Lipidmolekiile erreicht [2]. Hierbei besitzen die hydrophoben und die Van-der-Waals-
Wechselwirkungen zwischen den aliphatischen Ketten benachbarter Lipide den grofiten
Bindungsanteil. Ionische Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den hydrophilen Kopfgruppen der Lipide und den sie umgebenden Wassermolekiilen
tragen ebenfalls zur Stabilisierung der Membran bei [6].

Das in Abb. 1.1 gezeigte Membranmodell beruht weitestgehend auf dem von Singer und
Nicholson [6] postulierten und mittlerweile experimentell (u. a. durch das elektronen-
mikroskopische Priparationsverfahren des Gefrierdtzens [5]) bestitigten Fliissig-Mosaik-
Modell. Dabei ist die Zellmembran ein Mosaik aus Proteinen, die in eine fliissiganaloge
(fluide) Doppelschicht aus Lipiden eingebettet sind. Die Membran ist damit kein starres
Gefiige. Aufgrund der doch schwachen Bindungen ist eine laterale Seitwirtsbewegung,
bzw. eine Rotation der Lipide (Abb. 1.2) und eine Rotation einiger Proteine

temperaturabhiingig um ihre Lingsachse moglich.
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Rotationsbewegung

Luteralbewezung

Flip-Flop

Abb. 1.2: Bewegungsméglichkeiten von Lipiden in Membranen; Rotationsbewegung (schnell),
Lateralbewegung (mittelschnell), Flip-Flop (sehr langsam).

Die Permeabilitit und die Proteinaktivitit integraler Proteine hingt unter anderem auch von
der Fluiditit der Membran ab [1], [7]. In einer rigiden Membran z. B. sind
Konformationsidnderungen der Proteine nur schwer mdoglich, was sich in einer
verminderten Proteinaktivitit widerspiegelt. Benachbarte Lipidmolekiile konnen ihren
Platz bis zu 10’ mal pro Sekunde miteinander tauschen. Die Diffusionskonstante fiir die
Lateraldiffusion der Phospholipide in Lipiddoppelschichten kann mit 10 bis 107'* cm*/s
[8], [9], [10], und die fiir Proteine mit Werten von 410" em?s, bzw. 31072 cm?/s
(Erythrozytenmembran) [11], [10], bzw. 410° cm?/s (Rhodopsinmolekiile in Sehstibchen)
angegeben werden [10]. Die Beweglichkeit der Proteine ist somit geringer. Dies mag
einerseits mit der GroBe der Proteine einhergehen, andererseits kann die Beweglichkeit
auch durch die Bindung an Strukturproteine eingeschrinkt sein. Der Austausch der
Lipidmolekiile zwischen den beiden Lamellen der Lipiddoppelschicht (,,Flip-Flop“-
Bewegung, Abb. 1.2) findet mit einer Halbwertszeit von 6 Stunden nur duflerst langsam
statt [10]. In natiirlichen Membranen kann die Flip-Flop-Bewegung durch bestimmte
Proteine katalysiert werden [2], [12]. Z. B. tritt wéhrend der Apoptose die Flip-Flop-
Bewegung von Phosphatidylserin von der cytosolischen zur extrazelluldren Seite der
Membran auf [12], [13]. Das normalerweise auf der extrazelluliren Seite nicht
vorkommende Phosphatidylserin wird von Phagocyten zur Erkennung und Beseitigung
apoptotischer Zellen genutzt [14]. Phosphatidylserin tritt in einem sehr frithen Stadium der

Apoptose auf. Das Protein Annexin V bindet iiber Ca** an Phosphatidylserin und kann
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dann detektiert werden [15], [16]. Auch findet ein induzierter Flip-Flop wihrend der
Aktivierung von Thrombozyten [17], [18], bzw. auf der AuBenseite von aktivierten

Endothelzellen [19] statt.

Mit dem Fliissig-Mosaik-Modell allein lassen sich nicht alle Membraneigenschaften
erklidren. Nach diesem Modell wire zu erwarten, dass alle Zellen, dhnlich wie Liposomen,
eine globulidre Gestalt besitzen und bei direktem Kontakt miteinander verschmelzen. Das
Fliissig-Mosaik-Modell muss daher um eine weitere Komponente, das Cytoskelett,
erweitert werden. Das Cytoskelett erlaubt den Zellen, ihre zelltyp-spezifische Form (z. B.

die Diskusform der Erythrozyten) einzunehmen [10], [20].

Die Anordnung der Lipidmolekiile in der Membran und die Proteinausstattung der
Membran tragen maligeblich zur selektiven Permeabilitit bei. Dabei wirkt sich eine reine
Lipiddoppelschicht wie ein Isolator aus. Aufgrund der Ladungsseparation durch die
Membran verhilt sich die Lipiddoppelschicht wie ein Plattenkondensator und besitzt
wegen der isolierenden Wirkung auch einen Widerstand. Fiir eine natiirliche Zellmembran
werden Widerstinde von 10°-10° Qcm? [10,21,22] und Kapazititen von 0,5-1,3 ;,chm'2 [10]
angegeben. Sie ist praktisch undurchléssig fiir geladene Teilchen wie Ionen. Hingegen
konnen hydrophobe Molekiille wie Kohlenwasserstoffe und sehr kleine ungeladene
Teilchen wie Sauerstoff die Membran nahezu ungehindert durch Diffusion passieren. Das
gleiche gilt auch fiir sehr kleine polare Molekiile wie Wasser und Kohlendioxid. Hingegen
ist die Membran nur schwach durchlissig fiir grélere polare Molekiile wie Glucose. Der
dennoch lebenswichtige Stofftransport von nicht membrangingigen Molekiilen in und aus
der Zelle, bzw. in und aus den Kompartimenten wird von Transportproteinen iibernommen,
die eine hohe Substratspezifitit besitzen, d. h. sie transportieren nur ein bestimmtes
Substrat. Dabei lédsst sich der aktive Transport, d. h. unter Aufwendung von Energie und
entgegengesetzt zum Konzentrationsgefille, und der passive Transport, d. h. ohne
Energieverbrauch und mit dem Konzentrationsgefille, durch erleichterte Diffusion,

unterscheiden [1].
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1.2 Biomimetische Lipidmembransysteme
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der wichtigsten Modellmembransysteme: 1. liposomale
Dispersionen, 2. schwarze Lipidmembranen (BLM’s), 3. festkdrperunterstiitzte Modellmembranen
(sBLM’s) und 4. oberflichenverankerte Modellmembranen (tBLM’s) (Zeichnung von F. GieB3).

Die Komplexitiat biologischer Membranen und die damit verbundene Vielfiltigkeit
membranassoziierter biochemischer Prozesse erschweren die Untersuchung und das
Verstidndnis biochemischer und biophysikalischer Membraneigenschaften. So sind die
physikalischen Prinzipien der Selbstorganisation von Proteinen und Lipiden in
biologischen Membranen noch immer wenig verstanden [7], [23]. Viele Effekte sind
iiberlagert und nur schwer zugénglich. So fordert z. B. die Einzelkanalmessung an einem
bestimmten Ionenkanal die Anwendung der Patch-Clamp-Technik [24], da andernfalls die

simultane Aktivitit aller Ionenkanile der betreffenden Zelle gemessen wiirde [25].

Es wurden verschiedene Modellmembranen entwickelt (Abb. 1.3, oben), mit deren Hilfe
die biochemischen und biophysikalischen Zusammenhinge der Membranen untersucht
werden konnen, z. B. zur Aufklirung von Prozessen an Membranproteinen. Die
Modellentwicklungen jiingster Zeit sind auch von technologischem Interesse, z. B. fiir die

Anwendung als Biosensoren [26], [27], [28], [29]. Die Reduzierung solcher biologischer
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Systeme auf Modellcharakter bietet den Vorteil, die Komplexitit echter Zellmembranen zu

reduzieren und auf wenige definierte Bestandteile zu beschrinken [23].

1.2.1 Monomolekulare Lipidfilme

Diese sehr reduzierten Modellsysteme werden durch die Spreitung von Lipiden an der
Wasser/Luft-Grenzfliche hergestellt [30]. Sie liefern Informationen iiber die
thermodynamischen Eigenschaften von Lipidmonolagen, z. B. das Phasenverhalten der

betrachteten Monolage und von deren Bestandteilen [31], [32].

1.2.2 Liposomale Dispersionen

Koloidale sphirische Gebilde (Vesikel, Liposomen), bestehend aus einer Doppelschicht
reiner oder gemischter Lipide und einem wissrigen Kern [33], konnen zur Untersuchung
des thermotropen und lyotropen Polymorphismus von Membranen herangezogen werden
[34] ,[35]). Zur Untersuchung der lateralen Diffusionsgeschwindigkeit von Phospholipiden
in der Membran wurden ebenfalls Vesikel als Zellmodell herangezogen [36]. Auch kann
die Phasenseparation von Lipidgemischen untersucht werden, z. B. hervorgerufen durch
die Einwirkung zweiwertiger Ionen wie Ca’’, wenn mindestens ein Lipidbestandteil
geladen ist [37] oder durch die Einwirkung von Proteinen [38], [39]. Die Untersuchung
integraler Membranproteine an diesem Modellsystem ist ebenfalls moglich [40]. Hierzu
kann neben den klassischen biochemischen Methoden auch die Patch-Clamp Technik
Verwendung finden [24], [41].

Neben der Verwendung als Modellsysteme, finden sowohl unilamellare Liposomen
(Vesikel), d. h. solche mit einer Lipiddoppelschicht, als auch multilamellare Liposomen, d.
h. mit mehreren Lipiddoppelschichten, Anwendung als Transportvehikel fiir Arzneistoffe
(drug delivery system) [42], [43]. Die Einbettung von Wirkstoffen in solche Systeme kann
zur Erniedrigung der Toxizitét [33], zu einer besseren Bioverfiigbarkeit [44], [45] oder zu

einer Verbesserung der Therapiebefolgung (Compliance), z. b. durch Anderung der
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Applikationsart (orales Insulin [46], [47], [48], [49]) fiihren. Ebenfalls erfahrt der Wirkstoff
selbst einen gewissen Schutz gegeniiber dem enzymatischen Abbau auf dem Weg zum
Zielorgan (z. B. orales Insulin). Auch die Immunisierung [50] oder eine Gentherapie ist
denkbar und méglich [43]. Die beobachtete Akkumulation der Liposomen in bestimmten
Geweben wie den Lymphknoten und der Leber, ermdglicht die Adressierbarkeit von
Wirkstoffen (drug targeting) fir die Therapie von Erkrankungen dieser Organe. Des
Weiteren kann es bei subkutaner Gabe zu einer Depotbildung kommen [43], [33]. Sowohl
Depotbildung als auch Akkumulation kénnen von Vorteil sein oder zu Nebenwirkungen
fitlhren. Jedoch stellen viele technologische Probleme, wie z. B. die chemische und
physikalische Stabilitit liposomaler Zubereitungen, die ausgedehnte pharmazeutische
Anwendung dieser Formulierungen in Frage. So befinden sich viele Ansédtze noch immer

im Forschungsstadium.

1.2.3 Schwarze Lipidmembranen (BLM’s, black lipid membrane)

Dieses Membransystem besteht aus einer von wissrigem Medium umgebenen
Lipiddoppelschicht, die iiber ein kleines Loch in einer Teflonfolie gespannt ist [51]. An ihr
lassen sich die elektrischen Eigenschaften von Lipidmembranen und der in ihr
inkorporierten Membranproteine untersuchen [52-54]. So konnen Einblicke in den
molekularen Mechanismus von integralen Membranproteinen gewonnen, sowie der
Einfluss der Lipidmembran auf transmembrane Transportmechanismen untersuchen
werden [55]. Aufgrund der sehr guten elektrischen Eigenschaften dieser Modellsysteme
konnen auch FEinzelkanalmessungen vorgenommen werden. Von Nachteil ist die geringe
mechanische Stabilitit sowie der vom Herstellungsprozess verbliebene Losungsmittelrest

in der Membran [56].
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1.2.4 Festkorperunterstiitzte Modellmembranen (sBLM’s, solid-supported membranes)

sBLM's [29], [57] ermoglichen die deutliche Verbesserung der mechanischen Stabilitit
[29,58,59] und sind im Gegensatz zu den bisher genannten Modellsystemen gleichzeitig
einer Fiille von oberflichenanalytischen und elektrochemischen Memethoden zuginglich
[29], [60]. Hieraus ergibt sich die Devicefidhigkeit eines solchen Systems, weswegen sie
zum Aufbau von Biosensoren dienen konnen [29], [61]. Der Aufbau von
festkorperunterstiitzten Modellmembranen (sBLM’s) erfolgt durch Physisorption oder
Chemisorption auf hydrophilen Oberflichen wie Glas, Silizium- oder Glimmer- (Mica)
Substraten, auf reinen  unfunktionalisierten  Metalloberflichen, sowie  auf
selbstorganisierten (self-assembled) Alkanthiolmonolagen [62-68] und Thiolipidschichten
[68],[60] vornehmlich an Goldoberflichen, aber auch an Silber und Quecksilber [69] (aus
[58] und dort zitierter Literatur). Der Nachteil besteht hier im Fehlen eines wassergefiillten
Reservoirs mit cytosolischer Funktion [29], [58], wie er bei den schwarzen
Lipidmembranen besteht. Dadurch ist es schwierig, transmembrane Membranproteine zu
untersuchen, besonders wenn Ionentransportprozesse von Interesse sind. Vor allem aber
besteht die Gefahr der Denaturierung der Proteine, wenn diese die Substratoberfliche

beriihren [4].

1.2.5 Oberflichenverankerte Modellmembranen (tBLM'’s, tethered bilayer lipid

membranes)

Diese Modellsysteme kompensieren die oben genannten Nachteile, ohne auf die Vorteile
der sBLM’s gegeniiber den anderen Modellsystemen zu verzichten. Die rdumlichen Nihe
der  inkorporierten =~ Membranproteine zur  Substratoberfliche = kann  bei
Jestkorperunterstiitzten Modellmembranen (sBLM’s) zur Denaturierung der Proteine
filhren. Um die Denaturierung zu verhindern und gleichzeitig ein geniigend grof3es
Reservoir zur Verfiigung zu stellen, wurden mit der Entwicklung der
oberflichenverankerten Modellmembranen (tBLM’s) submembrane Abstandshalter

(spacer) [29], [70] eingefiihrt, die fiir eine Entkopplung der Membran vom Substrat (z. B.
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einer Gold-Elektrode) sorgen. Ein solcher Spacer erleichtert auch den Einbau von
Proteinen mit einem groBen extramembranen Proteinanteil, da dieser geniigend Platz im
Reservoir findet [71], [72]. Die Art des Spacers und seine Linge haben direkten Einfluss
auf die Leitfdhigkeit des Ionenkanals [73], [58]. Nicht nur die Distanz der Membran zur
Substratoberfliche ist fiir die Biomimetik wichtig, sondern auch die laterale Dichte der
Spacermolekiile trigt zur Funktionalitit bei. Eine zu dichte laterale Packung der
Spacermolekiile, bzw. Lipide, besonders wenn das Lipid oder Lipidanalogon mit dem
Spacer oder dem Substrat kovalent verkniipft ist, kann zu einer Einschrinkung der Fluiditét
der Lipidmembran fiihren [7,26,74,75], da die Lateral- und Rotationsbewegungen der
verankerten Lipide erschwert, bzw. nicht mehr moglich sind. Die Inkorporation von
Membranproteinen und deren Aktivitdt konnen dann signifikant erschwert sein [72]. Ein zu
hoher Lateraldurck der Membranlipide kann die Konformationsinderungen innerhalb des
Proteins wihrend seiner Aktivitéit erschweren und zu einem Aktivitétsverlust fithren. Durch
die Einfiihrung von Spacermolekiilen ldsst sich nicht nur, wie schon erwihnt, die vertikale
Distanz der Membran zur Substratoberfldche regulieren, sondern auch die Ankerdichte der
kovalent gebundenen Lipide einstellen, indem man eine laterale Verdiinnung der
Lipidanker vornimmt [26], [74], [61], [76]. Die Einfithrung so genannter hydrophiler
Abstandshalter (spacer) stellt somit eine Weiterentwicklung der festkorperunterstiitzten
Modellmembranen dar. Eine Vielzahl oberflichengebundener Modellmembrane wurden
auf der Basis von verschiedenen hydrophilen Spacern entwickelt. Nachfolgend wird eine

Auswahl der derzeit bestehenden Systeme aufgefiihrt:

¢ Synthetische Polymere und Oligomere:
- Polyethylenglycole verschiedener Kettenléinge [26,58,73,77-82],
- Polyacrylamidderivate [83]
- Polyethyloxazoline [74] und Polymethyloxazoline [84],
- Copolymere verschiedener Acrylsdurederivate [35]
- Polydiallyldimethylammoniumchlorid/Alkylthiol-Spacer [86]
- Plasmapolymerisiertes Maleinsdureanhydrid zur elektrostatischen
Anbindung der Lipidmembran [87]
- Dextrane [70]
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¢ Biopolymere:
- Peptide verschiedener Linge und Sequenzen [71], [88], [89], [69], [90]
- Prokaryotische S-Schicht-Proteine [91]
- Streptavidin [92-94]

Ziel solcher Spacer ist es, die Modellmembranen in ihren Eigenschaften (Fluiditidt der
Membran, Reservoircharakter, elektrisch 1isolierend) den natirlichen Membranen
anzugleichen und trotzdem den Modellcharakter dieser Systeme zu wahren. Jedoch erhoht
die Einfiihrung der Spacer die Komplexitit um ein vielfaches, weswegen bisher zumeist
nicht alle Eigenschaften natiirlicher Lipidmembranen in einem biomimetischen
Membransystem realisiert werden konnten. Oft miissen fir bestimmte Anwendungen
Kompromisse in den Membraneigenschaften der kiinstlichen Systeme eingegangen
werden. So kann z. B. fiir reine Bindungsstudien von Proteinen zumeist auf die elektrische
Dichtigkeit der Membran verzichtet werden, aber nur bedingt auf die Fluiditit der
Membran, wohingegen FEinzelkanalmessungen elektrisch isolierende Membranen
bendtigen.

Die Modellsysteme sind nicht nur von grundsitzlichem biologischen Interesse fiir die
Untersuchung von Membranproteinen [68,80,95-100] und Membraneigenschaften, sowie
deren Organisation, sondern auch von erheblichem pharmakologischem und
pharmazeutischen Interesse, z. B. fiir die Identifizierung potentieller Wirkstoffe (drug
screening) [101], [97], fiir die Quantifizierung und Qualifizierung von Wirksubstanzen
oder fiir den Einsatz als Biosensoren in der Diagnostik [76], [61]. Auch sind
biopharmazeutische Untersuchungen denkbar, vor allem im Hinblick auf die
Pharmakodynamik (Wirkung eines Pharmakons auf den Organismus) und die
Pharmakokinetik (Wirkung des Organismus auf das Pharmakon), da z. B. die Wirkstoff-
oder Antikorperinteraktionen mit ihren Zielstrukturen (targets) untersucht werden kénnen,
wobei empfindliche MeBmethoden fiir den Nachweis von Wirkstoffen und deren

Metaboliten nétig sind.
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1.3 Lipide

1.3.1 Lipide natiirlicher Membranen

Lipide sind wasserunlosliche Molekiile, die in organischen Losungsmitteln sehr gut 16slich
sind. Lipide haben ein breites Spektrum an biologischen Funktionen: Sie dienen dem
Organismus als Membrankomponenten, als Energiespeicher sowie als Signal- und

Brennstoffmolekiile [102].

H, |l ] I H, H, CH,
2 CHz—O—ll’—O—C—C—+l\{/—CH3
0 CH;
hydrophob hydrophil

Abb. 1.4: Struktur von Distearoylphosphatidylcholin: Die Lénge der hydrophoben Alkylketten und
die Art des am Phosphat befindlichen Restes (hier Cholin) bestimmen die Eigenschaften des Lipids.

Membranlipide stellen mit den Membranproteinen und den Kohlehydraten die wichtigsten
Bestandteile der Membran dar [6]. Drei Klassen von Membranlipiden konnen
unterschieden werden: Phospholipide, Glykolipide und Steroide. Abb. 1.4 verdeutlicht an
Hand eines Phospholipids ein wesentliches gemeinsames Merkmal der Lipide, ndmlich die
Unterteilbarkeit in einen hydrophoben und einen hydrophilen Molekiilteil, was den
amphiphilen Charakter dieser Molekiile ausmacht. Der aliphatische Teil der Lipide wird
zumeist aus zwei Fettsdureresten gebildet (Tab. 1-1, unten), die im Fall der
Phosphoglyceride (Abb. 1.5) mit einem Glycerin an dessen Hydroxylgruppen am C-1 und

C-2 verestert sind.
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Abb. 1.5: Struktur der auf Glycerin (links) und auf Sphingosin (rechts) basierenden Phospholipiden.
Die Reste R, und R; stehen fiir verschiedene Fettsdurereste (vergl. Tab. 1-1). R; steht fiir
verschiedene, in Abb. 1-4 aufgefiihrte Alkohole. Bei Sphingosinlipiden steht R; fiir Cholin oder
Inositol.

Die Hydroxylgruppe am C-3 des Glycerins hingegen, ist mit einer Phosphorsiure verestert.
Eine weitere Esterbindung besteht zwischen der Phosphatgruppe und einem weiteren
Alkohol (Rest Ry), der Serin, Ethanolamin, Cholin, Inositol oder Glycerin sein kann (Abb.
1.6). Diese Phospholipide werden aufgrund des Glycerinanteils auch als Phosphoglyceride
bezeichnet. Zu den Phospholipiden zédhlen auch die Sphingolipide (Abb.1.5, rechts). Hier
ist der Aminoalkohol Sphingosin, der selbst eine lange ungesittigte Kohlenwasserstoffkette
trigt, liber eine Amidbindung mit einer Fettsdure verkniipft. Sphingosin bildet ebenfalls
eine Esterbindung zur Phosphorsdure aus, die wiederum mit einem Cholin oder einem
Inositol verestert sein kann. Die Sphingomyeline stellen Sphingosine, verestert mit einer
Fettsdure und einem Phosphocholin dar, die gehiuft in der Myelinscheide von

Nervenzellen vorkommen.

"00C, H H H H H HO, H
OH__ \’3 . OH. \&’H OH._ ,\5 L-CH; OH. ,\3‘ _0OH
C MNH; O ‘NH;* C Mo, C )
H, H, H, | CH; H, H;

CH;
Serin Ethanolamin Cholin Glycerin
OH
1t o
HO— J ——0H
I IU——.lf-—-,' '-;--_IE_--{IIH
Inositol

Abb. 1.6: Struktur verschiedener Alkohole, die mit dem Phosphatrest der Phospholipide verestert
sein konnen (R;) und den hydrophilen Teil der Phospholipide bilden.
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Fettsiure Kohlens:toffatom Formel
Doppelbindung
Laurinsiure 12:0 CH3(CH,)1iCOOH
Myristinsdure 15:0 CH3(CH,);,COOH
Palmitinsdure 16:0 CH5(CH,)4,COOH
Stearinsiure 18:0 CH3(CH,)COOH
Arachidinsiure 20:0 CH3(CH,)sCOOH
Behensiure 22:0 CH5(CH,),;COOH
Lingnocerinsiure 24:0 CH3(CH,),,COOH
Palmitoleinsdure 16:1 CH3(CH,)sCH=CH(CH,);COOH
Olséure 18:1 CHj;(CH;);CH=CH(CH,);COOH
Linolsiure 18:2 CH3(CH,)4(CH=CHCH,)»(CH»)sCOOH
a-Linolensséiure 18:3 CH;CH,(CH=CHCH,);(CH,)s COOH
v-Linolenssiure 18:3 CH;CH4(CH=CHCH,)3(CH,);COOH
Arachidonsiiure 20: 4 CH3(CH»)4(CH=CHCH,)4(CH,),COOH

Tab. 1-1: Trivialnamen und Formeln ausgewihlter Fettsduren, die den hydrophoben Anteil der
Lipide (R;, Ry) bilden. Hervorgehoben sind die essentiellen Fettsduren. Diese kdnnen im Saugetier-
Organismus nicht de rovo aufgebaut werden.

Die Membranlipide von Archaeaarten weisen keine Esterbindung, sondern eine
Etherbindung zwischen verzweigten aliphatischen Ketten und dem Glycerinriickgrat auf.
Etherbindungen sind weniger hydrolyseempfindlich und die verzweigte Struktur der
Seitenketten ist oxidationsunempfindlicher. Beide Attribute ermdoglichen es diesen
Organismen unter extremen Bedingungen zu iiberleben [102]. Glykolipide hingegen
enthalten keinen Phosphatrest, sondern stattdessen einen Mono- oder Oligosaccarid-Rest,
der glykosidisch an die C-3 Stelle des Glycerins gebunden ist. In tierischen Zellen leiten sie
sich ebenfalls vom Sphingosin ab. Glykolipide bilden zusammen mit den Glykoproteinen
die Glykokalix, die wiederum wichtige Erkennungsstrukturen fiir die Zellerkennung
darstellt. In der Klasse der Steroide ist vornehmlich das Cholesterin zu nennen. Es besitzt
eine vollig andere Struktur als die bisher genannten Lipide. Ihm liegt ein Steroidgeriist

zugrunde (Abb. 1.7), dessen OH-Gruppe mit den hydrophilen Kopfgruppen anderer Lipide
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interagiert. Cholesterin findet man nicht in Prokaryonten, ist aber fast immer Bestandteil

von Sidugetierzellen.

HsC CH;
CHj
CH;
CHj

HO

Abb. 1.7: Cholesterin

Aufgrund des hydrophoben Effektes sind diese amphiphilen Molekiile, oberhalb der
kritischen Micellbildungskonzentration, CMC, in der Lage hohere Aggregate zu bilden
[35], [103]. Die Tendenz zur Micellbildung ist umso grofier und damit die CMC umso
kleiner, je groBer der hydrophobe Anteil im amphiphilen Molekiil ist [103]. Die Gestalt der
Aggregate wird im Wesentlichen von dem Verhiltnis aus Volumen V des hydrophoben
Anteils zur benotigten Flache A der hydrophilen Kopfgruppe, normiert auf die Kettenlinge
[, bestimmt. Dieses Verhiltnis wird auch als kritischer Packungsparameter CPP
bezeichnet. Auch die Ladungen der Kopfgruppen beeinflussen die Aggregatstruktur. Die
Fliche der Kopfgruppe ist u. a. abhingig von dem pH-Wert, der Ionenstirke des
umgebenden Mediums und der Temperatur. Abb. 1.8 [103] zeigt eine Auswahl
verschiedener Aggregatstrukturen amphiphiler Molekiile in Abhingigkeit ihrer
Packungsparameter. Die relativ sperrigen Fettsdurereste der Membranlipide verhindern die
Aggregation zu Micellen und begiinstigen die bimolekulare Anordnung zu einer
Doppelschicht. Die hydrophoben Wechselwirkungen haben drei wichtige biologische
Effekte: Erstens neigen Lipiddoppelschichten zum Zusammenschluss mit sich selbst, d. h.
es gibt keine Elektrolyt exponierten ,,Ridnder* freiliegender Kohlenwasserstoffketten, mit
dem Effekt der Kompartimentbildung. Zweitens sind Membranen bestrebt sich
auszubreiten. Drittens besitzen Lipiddoppelschichten die Eigenschaften, Defekte in der

Membran zu schlieien, da diese in der Doppelschicht energetisch ungiinstig sind.
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Abb. 1.8: Auswahl einiger Aggregatstrukturen in Abhingigkeit des molekularen Platzbedarfs und
des kritischen Packungsparameters CPP. V Volumenbedarf der hydrophoben Kette, A Flachenbedarf
der Kopfgruppe, [ Kettenldnge [103].

Dispergiert man Phospholipide in einer wissrigen Phase, so zeigen sie eine grofBe
Strukturvielfalt (lyotroper Polymorphismus) in Abhingigkeit von ihrer Konzentration.
Abbildung 1.9 (aus [103], leicht abgewandelt) zeigt einerseits die Abhingigkeit der
Aggregatstruktur von der Lipidkonzentration, bzw. von dem Wassergehalt, andererseits
nimmt sie auch Bezug auf den thermotropen Polymorphismus am Beispiel des
Dipalmitoylphosphatidylcholins. In Abhidngigkeit von der Temperatur T und dem
Wassergehalt treten verschiedene Phasen auf. Die Sub-Gel-Phase L tritt bei Temperaturen
kleiner 291 K auf und ist durch eine kristalline Anordnung der Kohlenwasserstoffe in
einem orthorombischen Gitter charakterisiert. Bei Temperaturen zwischen 291 und 307 K
tritt die Lg-Phase auf. Hier liegen die Kohlenwasserstoffketten hauptséchlich gestreckt in

der all-trans Konformation, leicht geneigt, vor. Die dichteste Packung wird durch die
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Anordnung in einem verzerrten hexagonalen Gitter erreicht. Bei weiterer
Temperaturerhohung erfolgt der Ubergang in die Pg- oder Rippel-Phase (307 K < T > 314
K). Sie ist von einer Uberstruktur in Form einer periodischen Welle und Ausbildung
hexagonaler Gitterstrukturen gekennzeichnet. Oberhalb 314 K erfolgt der Ubergang in die
L,-Phase [35], [103] (Hauptphaseniibergangstemperatur Ty,). Sie wird wegen der hohen

Beweglichkeit der Lipidmolekiile auch als fliissig-kristalline Phase bezeichnet.

vl tlamiellar,
spharsl

e | I oy
| UL sy

lamellar

| Lgt Hy
! : a
bl | _+H
avol- i : N £
i I I
0 01 an s U
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Abb. 1.9: Das Phasendiagramm zeigt den Existenzbereich verschiedener thermotropher, lamellarer
Phasen von Dipalmitoylphosphatidylcholin in Mischung mit Wasser. Unterhalb ~ 30 Gewichts-%
Wasser liegen mehrschichtige Lamellarstrukturen vor, die durch Erhohung des Wasseranteils in
multilamellare und schlieBlich bimolekulare Liposomen iibergehen. Aus [103]

Die Beweglichkeit der Lipidmolekiile wird durch die Bildung von gauche-Isomeren
ermoglicht. Es kommt hierdurch zur Ausbildung so genannter Kinken (Abb. 1.10), die die
lateralen hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Kohlenwasserstoffketten mindert.
Die Phaseniibergangstemperatur T, von der Gel-Phase (L. - bis Pg -Phase) zur L,-Phase
nimmt mit der Kettenlinge des hydrophoben Lipidanteils zu und sinkt mit der Anzahl der
Doppelbindungen im Alkylrest. Auch besitzen verzweigte Kohlenwasserstoffketten
erniedrigte Phaseniiberganstemperaturen im Vergleich zu unverzweigten Ketten gleicher
Linge [104]. Die hohe laterale Beweglichkeit der Lipidmolekiile in der Membran ist
Voraussetzung fiir die Aufrechterhaltung physiologischer Funktionen [103].
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Abb. 1.10: Ungesittigtes Phospholipid mit ,,Kinke* (cis-t-g “- Sequenz) im Fettséurerest.

1.3.2 Lipide fiir den Aufbau der in dieser Arbeit beschriebenen Membranmodelle

Die wesentlichen Auswahlkriterien fiir die Verwendung bestimmter Lipide sind:

> die Funktionalitit des am Phosphat veresterten Alkohols;
> die Ubergangstemperatur T, und
> die Oxidationsempfindlichkeit

1.3.2.1 Lipide fiir den Aufbau von festkorperunterstiitzten (spacerlosen) Thiolipid-
Modellmembranen (sBLM’s)

DPPTE (1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidyl-Thioethanol) besitzt in der polaren
Kopfgruppe einen Thioethanolphosphorsédureester (Abb. 1.11). Das Thiol ist in der Lage,
eine kovalente Bindung zu Metallen wie Silber, Gold oder Quecksilber auszubilden.
Dadurch kann dieses Thiolipid zum Aufbau spacerloser Modellmembranen genutzt werden

[105]. Die Hauptphasiibergangstemperatur liegt bei Ty, = 38 °C [60].

DMPC (1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phospahtidylcholin) (Abb. 1.11) zeigt in
Lipidmembranen einen Ubergang von der Gelphase Lz - in die Py - Phase. Der
Hauptphaseniibergang erfolgt bei einer Ty, = 23.5 °C [106], was eine gute Handhabung und

Anwendbarkeit bei Raumtemperatur gestattet.



18 Einfiihrung

(0]}
(0}
o 0
M N\ N
0. o /P\O /\/N\
0
(0}
/\/\/\/\/\/\)j\o O;\P//O C40
0" Yo ~o
H 'NH;
O
(0}

(0]
/k/\/k/\/k/\/k)ko O-\P/O Céo
j/\o/ \O/>( ~o
H “NH;
O
W Dphytps

3,4 nm

Abb. 1.11: Phospholipide zum Aufbau spacerloser Thiolipid-Modellmembranen.

DMPS (1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylserin) (Abb. 1.11) besitzt in pH-
neutraler oder basischer Umgebung eine negative Uberschussladung (anionisches Lipid),
weswegen es auch bivalente Tonen wie Ca”* binden kann. Dies befihigt es zur Anbindung
von bestimmten Proteinen iiber Ca”*, weswegen es unter anderem an der Blutgerinnung
beteiligt ist [19], [107] und spezifisch kalziumabhingig Annexin V binden kann [19]. Die
Hauptphaseniibergangstemperatur T, im Membranverband liegt bei 39 °C in
erdalkalifreien Puffern [108]. Ty, kann in Anwesenheit von bivalenten Ionen wie Ca’* stark

erhoht sein [108], [108,109].

DPhytPS (1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylserin) (Abb. 1.11). Auch hier liegt
die Phaseniibergangstemperatur deutlich unter O (vgl. DPhytPC). Es trigt wie DMPS eine
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negative Uberschussladung in pH-neutraler oder basischer Umgebung. Auch DPhytPS
kann wie DMPS kalziumabhiingig Proteine binden.

1.3.2.2 Lipide fiir den Aufbau von Maleinsdureanhydrid-Plasmapolymer

unterstiitzten Modellmembranen (tBLM’s)

DMEPC  (1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Ethylphoshatidylcholin)  trdigt an  dem
Phosphatrest eine Ethylgruppe, die den zwitterionischen Charakter im Vergleich zu DMPC
(Abb. 1.12) aufhebt. Dadurch ergibt sich der kationische Charakter dieses Lipidtyps [106].
Wegen der positiven Ladung am quartiren Stickstoff des Cholins kann es eine
Ionenbindung zu negativ geladenen Substraten wie z.B. plasmapolymerisierten und
anschlieBend hydrolysierten Maleinsireanhydrid ausbilden. Die
Hauptphaseniibergangstemperatur liegt bei 25.4 °C [106] in Wasser und somit nur
geringfiigig iiber der des unsubstituierten DMPC. Wegen der positiven Ladung wire ein
grofBerer Unterschied zwischen den Phaseniibergangstemperaturen von DMPC und
DMEPC zu erwarten, da eine groBere Nettoladung an der Kopfgruppe lamellarer Lipide
einen groBeren Raumbedarf  der Lipidmolekiile bewirkt und die
Phaseniibergangstemperatur auch von dem Raumbedarf der Molekiile abhingt [106].
Interessanterweise und unerwartet liegt die Ty, in 0,1 M NaCl etwas hoher als in reinem

Wasser.

DPhytPG (1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phospahtidylglycerol) (Abb. 1.12) trigt in
neutraler oder alkalischer Umgebung eine negative Nettoladung, weswegen es ebenfalls
zur Komplexbildung mit bivalenten Kationen wie Ca*oder Mg®* befihigt ist. Wie bei den
Phosphatidylserinen liegt die Phaseniibergangstemperatur in Anwesenheit bivalenter
Kationen hoher als in deren Abwesenheit [110]. Generell ist zu erwarten, dass die
Hauptphaseniibergangstemperatur von DPhytPG ebenfalls deutlich unter O liegt (siche
unten unter DPhytPC).

DPhytPC (1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phospahtidylcholin) (Abb. 1.12). Die genaue
Hauptphaseniibergangstemperatur von DPhytPC wird in der Literatur nicht aufgefiihrt. Sie
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kann anhand der Phaseniibergangstemperatur eines aus den gleichen Fettsdureresten
aufgebauten Glycolipids abgeschitzt werden, da die Art der Fettsdurereste den gréBten
Einfluss auf die Ubergangstemperaturen hat. Fiir ein Diphytanylglucosylglycerol wird ein
Ubergangstemperaturbereich von - 61 °C bis - 84 °C angegeben [104]. T, von DPhytPC

sollte demnach bei dhnlich tiefer Temperatur liegen.
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Abb. 1.12: Phospholipide zum Aufbau von Maleinsdureanhydrid-Plasmapolymer
unterstiitzten Modellmembranen.

Fluoreszenzmarkiertes Lipid fiir FRAP-Messungen:

NBD-PC (1-Myristoyl-2[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl]-sn-
Glycero-3-Phosphatidylcholin) (Abb. 1.13) ist ein fluoreszenzmarkiertes Lipid (Aexcir = 460
nm; A, = 534 nm). Es findet in der Fluoreszenzmikroskopie, insbesondere der
Fluoreszenzwiedererlangung nach  Photobleichung  (fluorescence  recovery after

photobleaching, FRAP; siehe Kapitel 3) Anwendung.
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Abb. 1.13: Fluoreszenzmarkiertes Lipid fiir die Fluoreszennmikroskopie.

1.4 Membranproteine

1.4.1 Membranproteine, allgemein

Eine Vielzahl von Membranproteinen sind bekannt. Nach ihrer Lage in der Membran

werden verschiedene Gruppen unterschieden (Abb. 1.14).

111 v

Abb. 1.14: Membranproteine: 1. Peripheres, II.
in die Membran eintauchendes, III. und IV.
integrales Protein und V. Protein mit Lipidanker
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Periphere Proteine (Typ I) sind nur lose mit der Membran assoziiert (Bsp.: Cytochrom c,
Annexin V). Sie sind meist nur iiber ionische Wechselwirkungen an die Membran
gebunden und konnen daher auch leicht abgelost werden. Proteine mit einem hydrophoben
Peptidanteil (Typ II), mit dem sie in die Membran eintauchen, aber sie nicht durchspannen
(Bsp.: G-Proteine und einige Toxine). Integrale Membranproteine, deren
membrandurchspannender Proteinteil nur eine Peptidkette ausmacht (Typ III). Integrale
Membranproteine, deren membrandurchspannender Proteinteil aus mehreren aneinander
gelagerten Peptidketten besteht (Typ 1V). Zu diesen beiden Gruppen zidhlen viele
Membranrezeptoren, Ionenkanéle und Carrier. Des Weiteren gibt es noch Proteine, die nur

iiber einen Lipid-Anker mit der Membran in Verbindung stehen (Typ V).

Membranproteine erfiillen wichtige Transportfunktionen. Sie bedingen eine selektive
Permeabilitéit der Zelle und sorgen so fiir einen Stoffaustausch zwischen Organellen oder
der ZellauBBenwelt. Der Transport kann dabei aktiv, also unter Verbrauch von Energie, oder
passiv, ohne Energieverbrauch, erfolgen. Dabei wird eine Versorgung der Zelle
gewihrleistet, aber auch die Aufrechterhaltung eines bestimmten Zellmilieus oder eines
bestimmten Membranpotentials z.B. durch Pumpenproteine. Eine weitere Funktion ist die
Katalyse wichtiger biochemischer Reaktionen, z. B. zur Energiegewinnung zur Versorgung
und Aufrechterhaltung der Lebensfunktionen eines Organismus. Wichtig ist auch die
Kommunikation zwischen den unterschiedlichen Zellorganellen, bzw. zwischen den

Zellen. Diese Aufgabe, die Signaltransduktion, wird von den Rezeptoren vermittelt.

1.4.2 Membranproteine dieser Arbeit

1.4.2.1 Annexin V

Annexin V gehort zu der Proteinfamilie der Annexine, welche im gesamten eukariotischen
Reich weit verbreitet sind. Der amphipatische Charakter dieser Proteine reiht sie zwischen
16slichen und den membranintegralen Proteinen ein, da sie sich von beiden Proteintypen
zwar deutlich unterscheiden, aber auch gewisse Eigenschaften beider tragen. Annexine

besitzen ein hydrophiles AuBeres, was ihnen die Loslichkeit verleiht, und binden
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andererseits kalziumabhingig an Membranen. Dies verleiht ihnen den Namen
,Januskopfiges® Protein [111]. Alle Annexine besitzen eine aus 70 Aminosduren
bestehende identische Proteinsequenz, welche sie als Annexine identifiziert [112]. Ein
weiteres wichtiges gemeinsames Merkmal ist die Fihigkeit, Ca’*-abhiingig, an negativ
geladene Phospholipide, z. B. an Phosphatidylserine, zu binden [113], [19], [112]. Einige
Vertreter der Annexine, darunter auch das Annexin V (Abb. 1.15, aus [114]), sind in der
Lage (in vitro) spannungsabhiingige Ca’-selektive Ionenkanile auszubilden [115], [116],
[117]. Das in Abb. 1.15 gezeigte 320 Aminosdure lange, fast ausschlieBlich a-helikale
Annexin V besitzt eine linsenformige Struktur. Die vier Wiederholungseinheiten der
Primérstruktur bilden vier kompakte Dominen (Tertidrstruktur), bestehend aus jeweils 5 a-
Helices (Sekundirstruktur), die wiederum in einer rechtsgéingigen Superhelix organisiert ist
[116]. Die vier Doménen sind zyklisch um die zentrale hydrophile Pore angeordnet, die aus
vier a-helikalen Sequenzen (IIA/IIB und IVA/IVB) bestehen. Der zentralen Pore wird die
Ionenleitfahigkeit und —selektivitit zugeschrieben [114], [116], [118].

Ca’*-Bindungsstellen

Abb. 1.15: Banderstruktur von humanem Annexin V (1AVR). Links: Die Aufsicht auf die konkave
Seite des Proteins zeigt deutlich die zentrale Pore. Rechts: Seitenansicht: Die konvexe Seite
beinhaltet die Ca’*-Bindungsstellen und stellt somit die der Membran zugewandte Seite dar. Die
konkave Seite ist die dem Elektrolyten zugewiesene Seite [aus 114, modifiziert].

Freie Diffusion durch die =zentrale wassergefiilite Pore wird durch zwei

spannungsabhingige Salzbriicken verhindert, die von den Aminosédureresten des Glutamats
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(Glu112) und des Arginins (Arg271), sowie des Arginins (Argl17) und des Aspartats (Asp
92) gebildet werden (Abb. 1.16) [116]. Spannungsinduzierte Konformationsidnderungen
dieser Salzbriicken geben den Kanal fiir die Diffusion frei. Fiir die hohe Ionenselektivitit
des Annexins V fiir Ca**-lonen wird der Aminosdurerest des Glutamats (Glu95)

verantwortlich gemacht [116] (Abb.1.16).
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Abb. 1.16: Zentrale Pore des Annexin V: Glu95: ionenselektiver Filter;
Glu112-Arg271 und Argl17-Asp92: Spannungsabhingige Salzbriicke [116].

Der Mechanismus der Ionenleitfihigkeit ist noch nicht vollstindig geklidrt. Huber et al
postulierten einen Mechanismus, der die Insertion des Annexin V in die Membran
ausschlieit [114], [116]. Es wird ein Synergieeffekt zwischen (a) einem starken, durch die
Membranbindung des Annexin V generierten, elektrostatischen Feld an der
Membranbindungsseite des Proteins, dhnlich dem Mechanismus der Elektroporation [119],
(b) der Interaktion zwischen den Ca”**-bindenden Proteinschleifen (Loops) des Proteins und
den Kopfgruppen der Phospholipide sowie (c¢) dem oberflichlichen Eindringen des
Tryptophanrests Trp187 der Doméne III in die Membran, wobei Trp187 moglicherweise
mit den Esterbindungen der Phospholipide interagieren kann, angenommen [116]. Dadurch
soll es zu einer lokalen Storung der Membranordnung kommen und auf diesem Weg
weniger dicht gepackte Lipidareale entstehen, bzw. es kommt zur Ausbildung langlebiger
wassergefiillter Poren, was letztendlich die Durchlédssigkeit der Membran fiir Ionen bedingt
[116]. Zusammen mit der leitfihigen zentralen Pore erfolgt schlieBlich die Ausbildung der
Kanalaktivitit dieses Proteins. Ein anderer Mechanismus der Ionenleitfihigkeit beinhaltet
das Eindringen des Annexins in die Membran und dass es so zur Ausbildung eines

membrandurchspannenden Ionenkanals kommt [115,117,120,121]. Das Annexin V kann
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durch Entfernung des Ca’* von der Membran abgelost werden, wobei aber die
Ionenkanalaktivitiat weiterhin bestehen bleibt. Es wird hier angenommen, dass nur wenige
Proteine in die Membran eingebaut werden [117], die nicht durch Entfernung des Ca2+, Z.
B. durch EDTA, entfernt werden konnen und so weiterhin Kanalaktivitit bestehen bleibt.
In jiingster Zeit wurde auch von der Ca’*-unabhingigen Interaktion des Annexins V mit
Phospholipidmembranen, bei leicht sauren pH-Werten, berichtet [120]. Hierbei soll es zur
Ausbildung transmembraner Ionenkanéle durch Proteininsertion in die Membran kommen

(Abb. 1.17, aus [120]).
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Abb. 1.17: Modell der Ca™- und pH-Abhingigen Struktur und Membranassoziation von Annexin V
und Annexin XII (aus [120]).

Die physiologische Bedeutung der Annexine ist bisher noch unklar, auch wenn viele ihrer
in vitro-Aktivitaten bekannt sind. Die Annexine scheinen in eine Reihe physiologischer
Prozesse involviert zu sein. Es wird ihnen eine Beteiligung bei der Endo- und Exocytose
(Membranfusionsprozesse) [19], z. B. der Ca”*-vermittelten Exocytose von
Neurotransmittern [122], der Organisation des Cytoskeletts, bei der Zell-Differenzierung
(z. B. von neonatalen Myocyten [123]) und Proliferation sowie der mitogenenen
Zellsignaltransduktion zugeschrieben. Einem Teil der Annexine (Annexin V z. B.) wird
eine antiinflammatorische und antikoagulierende Wirkung zugesprochen [19]. Wegen der
Fahigkeit an negative Phospholipide wie Phosphatidylserine zu binden, wird angenommen,

dass die Annexine nur indirekt inhibitorisch wirken. Im Fall der antikoagulierenden
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Wirkung verhindern die betreffenden Annexine die Anbindung der Phospholipase A; an ihr
Substrat, die Phospholipide, und verhindert somit die Bildung der Arachidonsidure, einer
wichtigen Vorstufe der auf dem Cyclooxygenaseweg oder Lipoxygenaseweg gebildeten
Entziindungsmediatoren. Die Arachidonsidurekaskade [107] wird so in einem friihen
Stadium gehemmt. Ahnlich liegt es bei der antikoagulierenden Wirkung des Annexin V.
Annexin V bindet Ca**-abhiingig an Phosphatidylserin und kann so z. B. die Aktivierung
des Prothrombins zu Thrombin verhindern [19], indem die Aktivierung von Faktor IX zu
IXa und X zu Xa inhibiert wird, denn die Aktivierung dieser Faktoren erfolgt an dem VIla-
Ca”*-Lipidkomplex, der an Faktor III bindet. Die Spaltung von Prothrombin (Faktor II) zu
Thrombin erfolgt schlieBlich an dem Xa-Va-Ca’*-Phospholipid-Komplex [107]. Annexin
V erwies sich in Tierversuchen dhnlich potent wie Heparin aber verursachte eine geringere
Blutungsneigung. Evtl. spielt es auch eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der
Ca**-Homéostase in Herzmuskelzellen [124]. Auch eine Verlangsamung der Apoptose
durch Erhohung der intrazelluldren Ca’*-Konzentration konnte beobachtet werden [125].
Annexine werden auch im Zusammenhang mit der Entwicklung oder Hemmung von Krebs
und als Bindungsproteine fiir verschiedene Viren (Influenza und Hepatitis B) diskutiert.
Pollard et al. [19], Wood et al. [126] und Moss et al. [127] haben in ihren
Zusammenfassungen iiber die Annexine versucht, den Stand der Forschung zu umreiBen.
Trotz des fortschreitenden Erkenntnisstands, liegt die physiologische Bedeutung dieser

Proteinfamilie noch immer im Dunkeln.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein von Prof. Dr. A. Skerra, TU Miinchen, entwickeltes
Fusionsprotein aus Wildtyp Annexin V und einem 9 Aminosiduren langen Strep-tag 11
Affinitdtspeptid [128] untersucht. Strep-tag 11 befdhigt das Annexin V zur Bindung von
Streptavidin (aus Streptomyces avidinii), da Strep-tag 1l eine intrinsische Bindungsaffinitit
zu Streptavidin aufweist. Strep-tag 11 belegt dabei die selbe Bindungstasche wie der
natiirliche Ligand Biotin (Vitamin H) des aus 4 Untereinheiten aufgebauten Streptavidins
(Abb. 1.18, aus [129]). In der Arbeit wurde eine Streptavidin-Mutante 1 mit einer

verminderten Bindungsaffinitit verwendet.
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Abb. 1.18: Kristallstruktur des aus Strep-tag II und rekombinantem ,,core® Streptavidin gebildeten
Komplex. Deutlich sind die Bindungstaschen der vier Streptavidinuntereinheiten zu sehen.

Dem Wildtyp Annexin V fehlt die Moglichkeit der Ionenkanalregulation. Das Strep-tag 11-
Affinititspeptid soll diese Reglerfunktion iibernehmen, indem es reversibel Streptavidin
bindet und es somit zu einem Verschluss der zentralen Pore im Protein kommt. Durch
Zugabe von Biotin oder Desthiobiotin (Abb. 1.19) kann das Streptavidin kompetitiv von
seiner Bindungsstelle am Annexin V- Strep-tag 1I-Fusionsprotein entfernt werden [130],
was die Freigabe des Ionenkanals zur Folge hat. Die Reversibilitit der Hemmung des
Annexin V sollte somit moglich sein. In Abb. 1.20 wird der angedachte Mechanismus der
Annexin V-Hemmung skizziert. Bei dem verwendeten Streptavidin handelt es sich
ebenfalls um eine Mutante (Streptavidinmutante 1 [130]) mit verbesserter Affinitidt zum

Affinitétsprotein Strep-tag I1.
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Abb. 1.19: Strukturvergleich  zwischen D-Biotin  (links) und
D-Desthiobiotin (rechts).
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Abb. 1.20: Schematische Darstellung der reversiblen Anbindung von Streptavidin an das
Fusionsprotein bestehend aus Annexin V und Strep-tag 11

1.4.2.2 Valinomycin

Das Cyclodepsipeptid Valinomycin gehort zu den Transportantibiotika. Es wurde 1955
erstmals aus Streptomyces fulvissimus isoliert. 6 Aminosauren (L- und D-Valin (Val)) und
6 Hydroxyséduren (L-Lactat (Lac) und D-Hydroxyisovalerat (Hiv)) bilden die in Abb. 1.21
gezeigte cyclische Struktur durch Ausbildung von alternierenden Peptid- und
Esterbindungen.

Als Tonophor erhoht Valinomycin signifikant die Membranpermeabilitit fiir K*-Ionen, was
zu starken Storungen im Elektrolythaushalt und letztendlich zum Untergang der
betreffenden Zelle fiihrt [5]. Die hohe Selektivitit fiir K™-Ionen wird durch die GroBe des
Ionenradius und der Anzahl der Wassermolekiile in der Hydratationshiille des Kaliumions

bestimmt. Kalium-Ionen (Ionenradius 133 pm) passen optimal in die Koordinationsliicke
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des Valinomycins. Fiir Natrium-Ionen (95pm) ist die Liicke zu grof3, weswegen eine

10000-fach hohere Affinitit fiir Kalium- als fiir Natrium-Ionen besteht [131].

. D-Hydroxy-
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Abb. 1.21: Valinomycin: Angedeutet sind die Koordinationsstellen fiir
das Kalium-Ion. Die komplexierenden Carbonylsauerstoffe treten bei K'-
Bindung nach innen.

Valinomycin komplexiert ein K* iiber sechs oktaedrisch angeordnete Carbonylsauerstoffe,
die dem Valin entstammen, wobei die nach Auflen orientierten Methyl- und
Isopropylseitenketten des Komplexes eine hydrophobe Hiille bilden. Dadurch kann sich der
Komplex in dem hydrophoben Teil der Membran losen und als mobiler Carrier
Kaliumionen durch die Membran transportieren (erleichterte Diffusion). Die
Wassermolekiile der Hydratationshiille werden sukzessiv gegen die Carbonylsauerstoffe
der Valine ausgetauscht und bei Abgabe des K wieder sukzessiv geldst. Die
Aktivierungsenergie fiir die Bindung und Abgabe von K' ist sehr gering, denn neue
Bindungen werden gekniipft, wenn alte gebrochen werden [5]. Valinomycin wird wegen
seiner hohen Toxizitdt therapeutisch nicht genutzt, ist aber ein gut charakterisierter
Ionencarrier und wird deswegen oft als Testsystem in der Forschung genutzt. Valinomycin,
als einfacher und gut charakterisierter Stellvertreter der Membranproteine, wird oft zur

Testung biomimetischer Modellmembranen hinsichtlich ihrer Tauglichkeit als Biosensoren
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herangezogen [80], [69]. Auch konnen die Reservoireigenschaften oberfldchengebundener

Modellmembranen (tBLM's) untersucht werden [58], [132].

1.4.2.3 Cytochrom-c-Oxidase

Ein wichtiger biochemischer Vorgang ist die Energiegewinnung durch die Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser und deren Konservierung und Bereitstellung in Form von ATP
(Adenosintriphosphat). Da diese Reaktion stark exergonisch ist und eine freie Energie von
—219 KJ liefert, die fiir Zellen so nicht genutzt werden kann, wird diese Reaktion von der

Atmungskette in Teilprozesse zerlegt (Abb. 1.22, aus [107}).

Abb. 1.22: Protonenfliisse durch die Mitochondrienmembran im FlieBgleichgewicht. Gezeigt sind
Komplex [, IIT und IV der Atmungskette, die an dem Aufbau des Protonengradienten beteiligt sind,
sowie die ATP-Syntase und zwei fiir die ATP-Synthese Edukt liefernde Carrier. Aus [107].

Bei der Zellatmung wird in erster Linie NADH (reduzierte Form von
Nicotinamidadenindinucleootid) aus dem Citratzyklus oxidiert. Die Atmungskette baut
dabei einen Protonengradienten iiber die Membran auf, der dann von der ATP-Synthase
(Komplex V), eines weiteren Komplexes der Mitochondrienmembran, fiir die stark
endergone Synthese von ATP aus ADP (Adenosindiphosphat) und anorganischem
Phosphat (P;) ausgenutzt wird. Der Elektronentransfer und der damit verbundene Aufbau
eines elektrochemischen Potentials von H'-lonen (Aufbau eines Protonengradienten),

sowie die Nutzung dieser protonenmotorischen Kraft (chemiosmotische Hypothese von
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Mitchell [133]) zur ATP Synthese (oxidative Phosphorylierung), wird auch als
Atmungsketten-Phosphorylierung bezeichnet.

Die Atmungskette ist bei eukaryontischen Zellen in der inneren Mitochondrienmembran
und bei aeroben und anaeroben Bakterien in der Plasmamembran lokalisiert. Die
Erzeugung eines Protonengradientens (in umgekehrter Richtung) und dessen Ausnutzung
zur ATP Synthese erfolgt auf &dhnlicher Weise in den Thylakoidmembranen der
Chloroplasten [102], [107]. Das membranintegrale Protein Cytochrom-c-Oxidase (CcOX)
bildet den terminalen Komplex IV der Atmungskette. Seine Aufgabe besteht in der
Reduktion von molekularem O, zu zwei Molekiilen Wasser, indem es vom Komplex III der
Atmungskette reduziertes Cytochrom ¢ (Hamoprotein) oxidiert und gleichzeitig Protonen
von der Matrixseite zur cytosolischen Seite der Mitochondrien pumpt [134] (Abb. 1.23, aus
[107]).
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Abb. 1.23: Topologisches Schema zur Anordnung von Redoxsystemen der mitochondrialen
Atmungskette. Als Abszisse sind die Redoxpotentialbereiche der einzelnen Komponenten angezeigt
[107].

In der vorliegenden Arbeit wurde Cytochrom-c-Oxidase aus Paracoccus denitrificans
verwendet, die aus vier Untereinheiten I-IV aufgebaut ist. Im Gegensatz hierzu besteht die
CcOX aus Rinderherzmitochondrien aus 13 Untereinheiten. Da die drei groBten
Untereinheiten (I-1II) der CcOX aus Rinderherzmitochondrien homolog derer aus

Paracoccus denitrificans sind [135], wird die Funktionsweise anhand der in Abb. 1.24 (aus
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[136], bzw. aus [137]) gezeigten, Dbesser charakterisierten CcOX aus

Rinderherzmitochondrien erliutert.
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Abb. 1.24: Struktur der dimeren CcOX aus Rinderherzmitochondrien. Das linke Monomer zeigt
schematisch die enzymatische Leistung von Komplex IV und das rechte Monomer zeigt die
Regulation der enzymatischen Leistung. [136] und [137].

Die CcOX enthilt zwei Him-a-Gruppen (Abb. 1.25 aus [107]), Him a und Hiam a3 (in
Untereinheit I), und drei Kupferionen in zwei Kupferzentren, die als Cuy (in Untereinheit
IT) und Cug (in Untereinheit I) bezeichnet werden. Das Kupferzentrum Cuy,, beinhaltet
zwei Kupferionen unterschiedlicher Wertigkeit (Cu'*/Cu®"). Cus nimmt ein Elektron des
reduzierten Cytochrom ¢ (Substrat der CcOX) auf. Him g iibernimmt das Elektron von
Cus-Zentrum und gibt es an das Hiam a3-Zentrum ab. Das Hdm a; transportiert das
Elektron zum Cug, das dann von Cu” in Cu!* iibergeht. Ein zweites Cytochrom c fiihrt ein
weiteres Elektron ein, das den gleichen Weg bis zum Him a3 (Fe3+) durchlduft und das
Eisenzentrum zum Fe* reduziert. Das Him as ist nun in der Lage Sauerstoff zu binden.
Die raumliche Nihe des Him a3 zum Cug erlaubt die Reduktion des Sauerstoffs zum
Peroxid und der sich anschlieBenden Spaltung der O-O-Bindung, wobei beide
Sauerstoffatome in der formalen Oxidationsstufe wie in Wasser vorliegen. Der molekulare

Sauerstoff wird so unter der gleichzeitigen Aufnahme von Protonen zu Wasser reduziert.
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Die zusitzlichen beiden Elektronen fiir diesen Mechanismus liefert kurzfristig a) das
Eisenzentrum, indem das Eisen formal zum Ferryl (Fe4+) oxidiert wird und b) ein
benachbarter Tyrosin-Rest, der in einen radikalischen Zustand iibergeht. Die
Regenerierung des katalytischen Zentrums erfolgt durch die erneute Aufnahme zweier
Elektronen die den Tyrosin-Rest wieder in seinen Grundzustand iiberfithren und das Fe**
des Him a3-Zentrums zum Fe** reduzieren. Mechanismus siehe Abb. 1.26 [136], wobei die

Pfeile den derzeit diskutierten Protonentransportweg anzeigen.
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Abb. 1.26: Derzeit postulierter katalytischer Zyklus der CcOX (aus [136]).
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In dem in Abb. 1.26 gezeigten Zyklus werden vier Protonen aus der Matrixseite nur durch
die Oxidation des Sauerstoffes zu Wasser entfernt, was zum Aufbau des
Protonengradienten beitrigt. Weitere vier Protonen werden von der Matrixseite zur
cytosolischen Seite wihrend eines Zyklus gepumpt. Welcher Elektronentransferschritt mit
dem Pumpen der Protonen gekoppelt ist, ist noch nicht vollig geklart. Abb. 1.26 aus [138]
zeigt die Oxidationsschritte des Sauerstoffes. Die Nettoreaktion der CcOX kann wie folgt

festgehalten werden [138]:

4 Cytc,, +8H,, , +0,—>4Cytc, +4H/, +2H,O

Cyt.

Die CcOX aus Rinderherzmitochondrien besitzt noch einige wichtige regulatorische
Untereinheiten. Z. B. kann das Enzym allosterisch durch ATP gehemmt werden, wenn eine
ausreichend hohe Konzentration an ATP von der ATP-Synthase gebildet wurde. Dies hat
zur Folge, dass das H'/e” -Verhiltnis erniedrigt wird. Die allosterische Hemmung der
CcOX durch ATP kann von 3,5-Dijodthyronin (Schilddriisenhormon) aufgehoben werden
([136], [139] und dort zitierte Literatur).
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2.1 Motivation

Die Komplexitit biologischer Membranen, ihre damit verbundenen vielféltigen Aufgaben
zur Erhaltung wichtiger physiologischer Funktionen und der sich daraus ergebenden
Bedeutung fiir das Leben, macht die Erforschung dieses Systems so bedeutungsvoll. Nicht
zuletzt auch deswegen, weil eine ganze Reihe von pathologischen Verinderungen auf
Defekten von Membranproteinen beruht (z. B. die cystische Fibrose, Diabetes mellitus).
Auch ldsst sich durch die Stimulation von Membranproteinen (z. B. des
Acetylcholinrezeptors oder des Dopaminrezeptors) aktiv in den Zellstoffwechsel
eingreifen. Damit besteht die Moglichkeit einer symptomatischen Behandlung einer
Vielzahl von Erkrankungen. Auch die Barrierefunktion der Membran ist von
pharmakologischem Interesse. Die Membran muss zundchst von den Wirkstoffen
iiberwunden werden, um an den Wirkort gelangen zu konnen. Des Weiteren trigt die
Grundlagenforschung an biologischen Membranen zum besseren Verstdndnis
membranassoziierter Prozesse bei. Die Entwicklung festkOrperunterstiitzter, bzw.
oberflichengebundener Modellmembranen und die Inkorporation von Membranproteinen
erdffnet die Moglichkeit, membranassoziierte Prozesse gezielt zu untersuchen, da
Modellmembranen eine Reduzierung natiirlicher Membranen auf wenige charakteristische
Bestandteile darstellen. Auch ihr groBes Potential zur Klidrung pharmakologischer
Fragestellungen machen kiinstliche Biomembranen so interessant. FestkOrperunterstiitzte
Modellmembranen sind einer Reihe von oberflichenanalytischen und elektrochemischen
MeBmethoden zuginglich [29], [101]. Thre dadurch bedingte Devicefihigkeit (siehe
Kapitel 1.2) ermoglicht die Entwicklung von Testsystemen zur Auffindung und Testung
potentieller Wirkstoffe (drug screening) [101], [97]. Auch konnen auf Zhnliche Weise
Biosensoren fiir die Labordiagnostik [76], [61] und fiir die Umweltanalytik realisiert

werden.
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2.2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung und Charakterisierung von Modellsystemen der
Lipidmembran zur Inkorporation und Untersuchung von Membranproteinen. Hinsichtlich
ihres Verwendungszwecks ist es sinnvoll, den Membranproteintyp zu beriicksichtigen.
Periphere Membranproteine (vgl. Kapitel 1.4) benédtigen keinen Submembranraum,
wohingegen transmembrane Proteine wegen eines oft vorhandenen extramembranen
Proteinanteils einen Submembranraum (sieche Kapitel 1.2) bendtigen. Dadurch wird die

Denaturierung der Proteine durch den direkten Elektrodenkontakt vermieden.

AuBlerdem miissen die Modellmembranen einer Reihe von Charakterisierungsmethoden
zugénglich sein, um ihre Devicefdhigkeit zu gewihrleisten. Die Anwendung
elektrochemischer Methoden, z. B. der Impedanzspektroskopie (Kapitel 4) zur
Charakterisierung der Modellmembranen, bedingt ihren Aufbau auf Goldelektroden.
Gleichzeitig wird damit der Einsatz der Oberflichenplasmonenspektroskopie (Kapitel 4)
zur Verfolgung des Architekturaufbaus itiber die Schichtdicke ermoglicht. Die
Goldelektrode dient hier ebenfalls zur Anbindung der Membran an das Substrat iiber
Sulfidbindungen.

Fir die Untersuchung von peripheren Membranproteinen bieten sich spacerlose
festkorperunterstiitzte Lipidmodellmembranen an. Ein solches peripheres Membranprotein
stellt das in dieser Arbeit zu untersuchende Annexin V dar (Kap. 1.4). Die vorliegende
Arbeit beschiftigt sich mit der Moglichkeit der reversiblen Hemmung der
Kanaleigenschaften des gentechnisch verdnderten Annexin V (Fusionsprotein aus
Strep-tag 11 und dem Wildtyp Annexin V) durch die Streptavidin-Mutante 1
(Kapitel 1.4.1). Vorausgegangene Arbeiten von H. Wieder [60] konnten zwar die
Kanaleigenschaften und die Hemmung der Annexin V-Mutante zeigen, jedoch nicht die
Reversibilitit der Hemmung, obwohl die Verdringung des Streptavidins von seiner
Bindungsstelle moglich war. Ein Ziel dieser Arbeit besteht somit in der eindeutigen
Kldrung der Moglichkeit zur reversiblen Hemmung des Annexins V, sowie in der
Entwicklung einer festkOrperunterstiitzten Lipidmodellmembran zu diesem Zweck.

H. Wieder benutzte fiir seine Studien an der gleichen Annexin V-Mutante eine
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festkorperunterstiitzte Modellmembran, bestechend aus dem Ankerlipid DPPTE und den
freien Lipiden DMPC/DMPS [60] (siche Kapitel 3). Auf DPPTE basierende
Modellmembranen sind bisher gut charakterisiert worden [60,68,105,140], und stellen
daher auch in dieser Arbeit den Ausgangspunkt fiir die Entwicklung einer
festkorperunterstiitzten Modellmembran zur Untersuchung der Annexin V-Mutanten dar.
Bei der Betrachtung des derzeit meist diskutierten Mechanismus zur Ausprigung der
Ionenleitfahigkeit durch das Annexin V (Synergieeffekt zwischen Stérung der Membran
durch Generierung eines elektrischen Feldes, der Interaktion des Tryptophanrestes mit der
Membran und der Anbindung an die Membran iiber Ca”*, sowie der zentralen Pore im
Protein (siehe Kapitel 1.4.1)), konnte der Grund fiir die fehlende Reversibilitit in der
unzureichenden Fluiditidt der von H. Wieder verwendeten Membran liegen (Anteil der
Ankerlipide 80 - 85 9%). FEine rigide Membran erschwert die Storung der
Membranintegritit, bzw. verhindert die Reorganisation nach erfolgter Proteinhemmung.
Die initiale Storung der Membranintegritit durch die Annexinbindung kann zwar zunéchst
noch an H. Wieders Modellmembransystem erfolgen, aber dieser wichtige Anteil an dem
oben beschriebenen Synergieeffekt (Annexinbindung iiber Ca™) fehit bei der
Reaktivierung des Annexins V durch die kompetitive Verdringung des Streptavidins mit
D-Desthiobiotin. Ein wichtiger Teil des diskutierten Synergieeffekts fillt somit bei der
Reaktivierung des Annexins V aus, was es dem Protein erschwert, eine erneute
Leitfdhigkeit der Membran durch Storung der Membranintegritit zu erzeugen. Um
dennoch eine erneute Leitfdhigkeit durch das Annexin V zu ermoglichen, muss die
Beweglichkeit der freien Lipide in der Modellmembran erhoht werden. In der vorliegenden
Arbeit soll daher eine einfach herzustellende, festkorperunterstiitzte Modellmembran
entwickelt werden, an der die Kanalaktivitit und vor allem die reversible Hemmung der
Annexin V-Mutanten durch die Streptavidin-Mutante 1 untersucht werden kann. Der
Aufbau der Modellmembran soll im Gegensatz zu H. Wieders System gut kontrollierbar
sein, gleichzeitig aber nur aus wenigen definierten Bestandteilen aufgebaut sein. Die
Entwicklung einer kovalent an die Goldelektrode gebundenen Membran mit einem gut
einzustellenden, frei beweglichen Lipidanteil in der Membransubschicht, erfordert daher
auch die Entwicklung einer neuen Priparationstechnik. Diese soll, als weiteres Ziel dieser

Arbeit, eine bessere Kontrolle des freien Lipidanteils zulassen.
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Viele physiologisch und  pharmakologisch interessante  Proteine (z. B.
Cytochrom-c-Oxidase, Rezeptoren der Neurotransmitter, H/K*-ATPase der Belegzellen
des Magens, L- und T-Typ Ca’*-Kanal des Herzens, p-Rezeptoren um nur einige zu
nennen) stellen transmembrane Proteine dar. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit besteht in der
Entwicklung eines oberfldchenverankerten Lipidmodellmembransystems mit einem grofien
Reservoir. Dieser Modellmembrantyp ermoglicht die Aufnahme komplexer Proteine, vor
allem solcher mit einem ausgedehnten extramembranen Proteinanteil [71,72,89]. Die
elektrischen Eigenschaften natiirlicher Membranen [10] miissen dabei beriicksichtigt
werden. Die ReservoirgroBe unter der Membran [58,73], die Fluiditit [1,7] und die
Ionenundurchlissigkeit der Membran [1] sind wichtige Faktoren, die die Funktion der
Membran und der in ihr integrierten Proteine beeinflussen. Diese Faktoren miissen neben
der Anwendbarkeit und der Praktikabilitidt der Herstellung beriicksichtigt werden.

Wegen der oft zu hohen Ankerdichte und der kurzen, wenig flexiblen Spacermolekiile,
besitzen viele, auf Oligomeren oder kurzkettigen Polymeren basierenden tBLM's nur eine
eingeschrinkte Fluiditdt der Lipide und eine eingeschrinkte Beweglichkeit der
Membranproteine. Fine verbesserte Fluiditit kann demnach durch Verringerung der
Ankerdichte [26] und/oder durch Erhohung der Beweglichkeit der Spacermolekiile erreicht
werden. Dicke, quellbare Polymerkissen als Spacer konnen hier Abhilfe leisten [74].
Besonders geeignet erscheinen daher leicht herzustellende Polymere, deren Dicke und
Quellungsgrad kontrollierbar ist. Eine polymerunterstiitzte Lipidmembran mit groem
Reservoir soll daher zur Aufnahme komplexer transmembraner Proteine entwickelt
werden. Die Reservoirgrofie soll dabei leicht anzupassen sein. Besonders geeignet erscheint
die Verwendung von plasmapolymerisiertem Maleinsdureanhydrid [141] als
Membransupport zu sein, da der Prozess der Polymerisation eine nahezu unbegrenzte

Vielfalt der Polymereigenschaften ermoglicht [87], [141].



3 Entwicklung verschiedener Modellmembransysteme

3.1 Festkorperunterstiitzte (spacerlose) Thiolipid-Modellmembranen

(sBLM's)

Das bisher verwendete sBLM-System zur Untersuchung der Annexin V-Mutanten wurde

nach folgendem Prinzip aufgebaut (Abb. 3.1 aus [60]).
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Abb. 3.1: Schema zum Aufbau spacerloser, bindrer Modellmembranen (aus [6]). Gemischte
DPPTE/DMPC-Vesikel werden direkt auf Gold gespreitet. Nach Entfernung der freien Lipide,

werden diese durch freie Lipide gewiinschter Art ersetzt und so die Submonoschicht zur
Lipiddoppelschicht komplettiert.
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Auf einer mit Piranha (H,SO, conc. und H>O, im Verhiltnis 3:1 gemischt) gereinigten und
hydrophilisierten Goldoberfliche (thermisch aufgedampftes Gold auf Glastrigern) wurden
zunichst gemischte DPPTE (Thiolipid)/DMPC-Vesikel gespreitet [68]. Das DMPC in den
Vesikeln dient dabei der Reduzierung der Ankerdichte in der Submonoschicht, umso eine
hohere Beweglichkeit der Membranlipide zu erreichen. AnschlieBend wurde die distale
Lipidmonolage, bzw. die freien ungebundenen Lipide durch mehrfaches durchlaufen der
Luft/Elektrolyt-Phase aus der sich gebildeten Membran entfernt. In einem zweiten
Fusionsschritt zur Komplettierung der DPPTE-Monolage zur Lipiddoppelmembran wurden
dann die fiir die Annexinbindung notwendigen DMPS-Lipide -eingefiihrt, indem
DMPC/DMPS-Vesikel fusioniert wurden.

Diese Priparationstechnik zeigte eine Abhédngigkeit des gebundenen Lipidanteils (DPPTE)
vom Molenbruch DPPTE/DMPC [140], [68] sowie von der Fusionszeit [60]. Es zeigte
sich, dass die DPPTE-Lipide (80-85 % DPPTE in der Submonoschicht) aufgrund ihrer
groBBen Bindungsaffinitit zum Gold auf der Elektrode kumulieren und somit die Kontrolle
der Ankerdichte praktisch nicht moglich war. Die geringfiigige Reduzierung der
Ankerdichte erwies sich trotzdem als wichtiges Kriterium fiir die Hemmung der
Ionenkanalaktivitit, da eine Membran mit einer reinen DPPTE-Monolage in der Subschicht
zwar lonenkanalaktivitit des Proteins zeigte, jedoch nicht dessen Hemmung [60]. Durch
die laterale Verdiinnung der DPPTE-Schicht mit DMPC konnte H. Wieder dann zwar die
Hemmung der Annexin V-Mutanten aufzeigen, jedoch erwies sich diese als irreversibel,
obwohl die kompetitive Verdrangung der Streptavidin-Mutanten 1 von ihrer Bindungsstelle
moglich war. Eine erneute Stérung der Membranintegritit der von H. Wieder verwendete
bindre Membran erwies sich durch das Ablosen der Streptavidin-Mutanten somit als nicht

moglich.

3.1.1 Weiterentwicklung der spacerlosen Thiolipid-Modellmembran

Um eine hohere Beweglichkeit der Lipide in der Membran zu erreichen und dabei
gleichzeitig die Kontrolle der Ankerdichte der chemisorbierten DPPTE-Thiolipide zu

ermdglichen, muss die laterale Verdiinnung der Ankerdichte quasi konserviert werden, um
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ein Kumulieren der DPPTE-Molekiile auf der Oberfliche zu verhindern. Hierzu muss ein
anderer Weg fiir die laterale Verdiinnung der DPPTE-Monolage gefunden werden, als die
direkte Vesikelspreitung gemischter Lipide [68]. Hierzu miissen die moglichen
Bindungsstellen fiir das DPPTE auf dem Metallsubstrat (fiir diese Arbeit wurde
ausnahmslos Gold verwendet) verringert werden, umso die Ankerdichte zu limitieren.
Durch die Einfithrung eines lateralen Abstandshalters, der ebenfalls kovalent an das Gold
bindet, konnen so die Bindungsstellen fir das DPPTE verringert werden. Das
Verdiinnermolekiil muss auch den Einbau von freien Lipiden in die DPPTE-Schicht
ermoglichen, um defektfreie, geschlossene Modellmembranen zu bekommen.

2-Mercaptoethanol [142] wurde in der vorliegenden Arbeit als lateraler Abstandshalter
verwendet, da das Thiolipid DPPTE (vgl. Kapitel 1.3.2.1) eine Esterbindung zu einem 2-
Mercaptoethanol aufweist. Die freien Lipide konnen zudem mit ihrer hydrophilen
Kopfgruppe mit der OH-Gruppe des 2-Mercaptoethanols wechselwirken, so dass der
Einbau dieser Lipide in die Submonoschicht ermoglicht wird. Der Aufbau der binédren
Submonoschicht kann durch zwei Priparationsmethoden erfolgen (Abb. 3.2), die in der

vorliegenden Arbeit niher untersucht wurden:

1. Durch die Einschritt-Methode (Koadsorption, Abb. 3.2 A). Hierbei erfolgt in einer
einstufigen Priparation der Aufbau der Submonolage durch Selbstorganisation
(self-assembling) aus einer Mischung aus DPPTE und 2-Mercaptoethanol. Diese
Methode stellt den normalerweise iiblichen und damit meist gebrauchten
Priparationsweg fiir den Aufbau von bindren Thiolschichten dar (vergleiche hierzu

auch [142], [143], bzw. bei Alkanthiolen [144], [145]).

2. Durch die Zwei-Schritt-Methode (2-step self-assembling, Abb. 3.2 B). Hierbei
erfolgt zunidchst der Aufbau einer monomolekularen Thiolschicht durch die
Chemisorption von 2-Mercaptoethanol. In einem sich anschliefenden zweiten
Priparationsschritt  erfolgt dann zeitabhingig der Austausch des 2-
Mercaptoethanols gegen das DPPTE. Diese Priparationstechnik wurde fiir den
Aufbau von Modellmembranen bisher noch nicht genutzt und wird daher hier

erstmals fiir diesen Zweck verwendet. Selbst fiir den Aufbau von reinen
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Alkanthiolschichten [146-148] spielt diese Methode bisher keine grof3e Rolle und

wurde deswegen bisher nur wenig charakterisiert.

[
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Abb. 3.2: Schematischer Aufbau der auf DPPTE und 2-Mercaptoethanol beruhenden
Modellmembran. Der Aufbau der Submonoschicht kann durch Koadsorption (links) oder durch eine

zweistufige Priparationstechnik (2-step self-assembling) erfolgen. AnschlieBend erfolgt die
Komplettierung der Monoschicht zur Membran mittels Vesikelspreitung.
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Beide, in Abb. 3.2 gezeigte Priparationswege werden hinsichtlich der Kontrolle der
Ankerdichte des Thiolipids iiber die Assemblierungszeit untersucht. Die Komplettierung
der Submonolage zur Membran erfolgt durch Vesikelspreitung. Die Vesikel bestehen wie
bei H. Wider aus den fiir die Ca’*-abhiingige Annexin V-Anbindung notwendigen
DPhytPS-, bzw. DMPS-Lipiden, gemischt mit DMPC als Verdiinnungslipide. Eine
Verdiinnung der Serin-haltigen Lipide auf einen Anteil von 10 mol% ist aus

Stabilititsgriinden der Lipidmembran in Ca”*-Puffern notwendig [60].

3.2 Maleinsidureanhydrid-Plasmapolymer unterstiitzte

Modellmembranen (tBLM's)

Die meisten, bisher entwickelten Modellmembranen besitzen mit einer Schichtdicke von 2-
10 nm nur relativ kurze Spacer [69,72,76,77,82,89,149,150], deren Linge meistens nur
durch aufwendige Synthesen erhoht werden konnen. Die Mannigfaltigkeit der
Plasmapolymer-Filme im Hinblick auf ihre leicht zu variierende Schichtdicke, die
chemische Zusammensetzung, das Quellverhalten und die Anzahl an funktionellen
Gruppen (abhingig von den experimentellen Bedingungen: Eingangsleistung,
Zusammensetzung des Reaktionsgases, Flussrate des Monomers, Polymerisationszeit
(sieche Anhang) pridestinieren diese zur Funktionalisierung von Oberfldachen [87], [141].
Aufgrund der guten Quellbarkeit und der leicht zu variierenden Schichtdicke der auf
Maleinsidureanhydrid  beruhenden  Plasmapolymere [141], konnen diese als
Membransupport Reservoirfunktionen auch fiir sehr grole transmembrane Proteine
iibernehmen. In vorausgegangenen Arbeiten iiber Maleinsidureanhydrid-Plasmapolymeren
(MAH-PP) wurde zunichst auf die Goldelektrode eine Monoschicht aus Allylmercaptan als
Adhisionsvermittler fiir das Polymer [141] durch Selbstorganisation (self-assembling)
aufgebracht. Nach erfolgter Quellung des Polymers und Hydrolyse der
Maleinsiureanhydrid-Gruppen wurden negativ geladene Lipide iiber chelatisierende Ca*-
Ionen an die Carboxylgruppen gebunden [87]. Abb. 3.3 verdeutlicht den von Jenkins et al
[87] verfolgten Weg. Die ausschliefiliche elektrostatische Anbindung der Lipidmembran

iiber Ca®*-Ionen birgt gewisse Risiken hinsichtlich der Empfindlichkeit solcher Systeme
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gegeniiber Elektrolytverschiebungen. Ca**-bindende Stoffe wie EDTA konnen zur
Ablosung der Membran fiihren [68]. Das bisher auf plasmapolymerisierten
Maleinsdureanhydrid beruhenden Membranmodell [87] soll dahingehend weiterentwickelt
werden, dass eine geringere Empfindlichkeit gegeniiber der Zusammensetzung des
Elektrolyten besteht, indem die Ca**-Abhiingigkeit des Systems vermieden oder zumindest

reduziert werden kann.
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Abb. 3.3: Schematischer Aufbau einer auf Maleinsiureanhydrid-
Plasmapolymer beruhenden Modellmembran (aus Jenkins et al [87]).



3 Entwicklung 45

3.2.1 Weiterentwicklung der Maleinsdureanhydrid-Plasmapolymer unterstiitzten

Modellmembran

Zwei verschiedene Wege zur Weiterentwicklung der Maleinsdureanhydrid-Plasmapolymer

unterstiitzten Modellmembranen wurden in dieser Arbeit verfolgt:

1. Die direkte elektrostatische Anbindung positiv geladener Lipide an das Polymer
2. Die kovalente Anbindung eines Lipidanalogon an das Polymer, wobei Decylamin
zur Reaktion mit den Anhydridgruppen des Polymers gebracht (Aminolyse) wird

und so die Submonoschicht der Membran ausgebildet wird.

3.2.1.1 Direkte elektrostatische @ Anbindung der Lipidmembran auf

plasmapolymerisierten Maleinsdurenhydrid-Filmen

Analog zu vorausgegangenen Arbeiten [87,141] wird, wie in Abb. 3.4 A u. B dargestellt,
zunichst eine Adhisionsschicht aus Allylmercaptan [141] durch Selbstorganisation (self-
assembling) auf einem diinnen, thermisch aufgedampften Goldfilm, hergestellt. Auf diese
Adhésionsschicht erfolgt der Aufbau des Maleinsdureanhydrid-Polymerfilms durch
Plasmapolymerisation [151], [152] (Abb. 3.4 C), wobei das Plasma gepulst, d.h. ein und
aus geschaltet wird, um eine hohe Dichte an Maleinsdureanhydridgruppen zu erhalten
[151], [87], [141] (ndheres iber Plasma und Plasmapolymerisation sieche Anhang). Nach
der Polymerisation erfolgt der Aufbau der Lipiddoppelschicht durch Vesikelfusion positiv
geladener Lipide (DMEPC, Kapitel 1.3.2.2) in Gegenwart eines leicht alkalischen Puffers
(D + E). Der alkalische Puffer hat einerseits die Funktion der Hydrolyse der
Maleinsdureanhydridgruppen des Polymers, sowie der anschlieBenden Deprotonierung der

entstandenen Carbonsiurefunktionen.
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Abb. 3.4: Stufenweiser Aufbau der Maleinsdureanhydrid-Plasmapolymer unterstiitzten
Modellmembran. (A + B) Aufbau der Adhisionsschicht aus Allylmercaptan. (C) Aufbau des
Polymerkissens durch Plasmapolymerisation und des sich anschlieBenden Membranaufbaus durch

Vesikelfusion positiv geladener Lipide.
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3.2.1.2 Aufbau der Lipidmembran auf Decylamin modifizierten plasma-

polymerisierten Maleinsiureanhydrid-Filmen
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Abb. 3.5: Stufenweiser Aufbau der Decylamin modifizierten Maleinsdureanhydrid-Plasmapolymer
unterstiitzten Modellmembran. (A + B) Aufbau der Adhésionsschicht aus Allylmercaptan. (C) Aufbau
des Polymerkissens durch Plasmapolymerisation, (D) Modifikation mit Decylamin und des sich
anschlieBenden Membranaufbaus durch Vesikelfusion zwitterionischer Lipide (E + F).
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Ein anderer Weg stellt die Herstellung eines ,,Pseudo-Lipopolymers® dar. Hierbei wird
analog zu dem bereits unter Kapitel 3.2.1.1 beschriebenen Herstellungsverfahren zunéchst
die Polymerschicht aufgebaut (Abb. 3.5 A-C, siche oben). In einem weiteren Schritt erfolgt
die Aminolyse der Anhydridgruppen mit Decylamin (1-Aminodecan) [141], (Abb. 3.5 D,
bzw. Abb. 3.6 aus [141]). Die Alkylketten der oberflichlichen Decylamide iibernehmen die
Funktion der Lipid-Submonoschicht (= Pseudolipidschicht) der Membran. Anschlieend
erfolgt durch Spreitung zwitterionischer DPhytPC-Lipide die Komplettierung der Pseudo-
Lipidmonoschicht zur Membran (Abb. 3.5 E u. F).

Abb. 3.6: Vereinfachte Darstellung der Reaktion zwischen plasmapolymerisiertem
Maleinsdureanhydrid und Decylamin (aus [141]).

In einer weiteren Variante werden die beiden oben beschriebenen Prinzipien der
kovalenten (Abb. 3.5 u. Abb. 3.6) und der elektrostatischen Anbindung iiber Ca**-Tonen
[87] miteinander kombiniert. Neben den Van-der-Waals-Wechselwirkungen soll durch die
zusdtzlichen elektrostatischen Wechselwirkungen ein groflerer Spreitungsdruck auf die
Vesikel ausgeiibt werden, was sich positiv in Hinsicht auf die Membranausbildung und —
stabilitat auswirken soll. Analog des in Abb. 3.5 gezeigten Priparationswegs wird hier
ebenfalls ein Decylamin modifiziertes Maleinsdureanhydrid-Plasmapolymer hergestellt.
Die Komplettierung der Lipidmembran erfolgt durch Vesikelspreitung zwitterionischer
Phospholipide (DPhytPC, Kapitel 1.3.2), gemischt mit anionischen Phospholipiden
(DPhytPG, Kapitel 1.3.2) in Ca®*-haltigem Puffer bei pH 8 (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Schematische Darstellung einer auf Decylamin modifiziertem Maleinsdureanhydrid-
Plasmapolymer aufgebauten Modellmembran durch die teilweise erfolgende elektrostatische
Anbindung von anionischen, freien Lipiden in der Submonoschicht der Lipidmemban.






4 Charakterisierungsmethoden

4.1 Impedanzspektroskopie (EIS)

Die Impedanzspektroskopie (Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS) stellt eine
sehr vielseitige und empfindliche Methode zur Untersuchung der elektrischen
Eigenschaften von Materialien verschiedenster Art dar. Dabei konnen die elektrischen
Materialeigenschaften in der Bulkphase oder an der Grenzfliche zu einem elektrischen
Leiter (Elektrode) untersucht werden. Hierdurch konnen Informationen iiber die Dynamik
gebundener oder mobiler Ladungen erhalten werden, die Aufschluss iiber bestimmte
Materialeigenschaften geben. Die zu untersuchenden Materialien konnen dabei leitend oder
nicht leitend sein. Durch die Impedanzspektroskopie lassen sich Informationen iiber
Korrosionsprozesse, der Qualitit von Filmiiberziigen (Coatings), Elektrodenvorgingen z.
B. in Batterien, Elektrodeposition und Elektro-Organische Synthese von Materialien und
iiber Halbleiter z. B. in der Photovoltaik gewinnen. In dieser Arbeit findet die
Impedanzspektroskopie  Anwendung in der Charakterisierung der elektrischen
Eigenschaften der Modellmembranen, um Aussagen iiber den erfolgenden
Architekturaufbau und die Qualitit der Membran treffen zu konnen. Um die
Lipidmodellmembranen der Impedanzspektroskopie zuginglich zu machen, miissen sie auf
einer Elektrode aufgebaut werden. Elektrodenmaterial ist hier Gold, das thermisch auf
einen Glastriager aufgedampft wird. Das Aufbringen der Membran auf eine Elektrode ist
ein wichtiger Punkt fiir die Devicefihigkeit, auch da hierdurch die Lipidmodellmembranen
einer Vielzahl von oberflichensensitiven Methoden (SPS, AFM, FRAP, IR, Kontaktwinkel

etc., siche hierzu Unterkapitel in Kap. 4) zugénglich gemacht werden.
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4.1.1 Die elektrische Doppelschicht

Bringt man eine Elektrode in Kontakt mit einem Elektrolyten, erfolgt eine Aufladung der
Elektrodenoberfliche, die durch entgegengesetzte Ladungen im Elektrolyten kompensiert
werden. Hierdurch kommt es zur Ausprigung einer elektrischen Doppelschicht
entgegengesetzter Ladungen an der Grenzfliche Elektrode/Elektrolyt. Ladungstriger
konnen hier freie Elektronen, Ionen oder polarisierte Atome, sowie Dipole sein. Ob die
Ladungen an der Elektrode positiv oder negativ sind, hingt stark vom Elektrodenmaterial,
dem Elektrolyten und dem herrschenden Potential an der Grenzflache ab.

Das einfachste Modell der elektrischen Doppelschicht stellt das Modell von Helmholtz
dar. Hierbei wird von einer Neutralisation der Ladungen an der Elektrodenoberfliche durch
eine starre, monomolekulare Schicht gegensitzlicher Ladungen ausgegangen (Abb. 4.1a),
was zu der Bezeichnung Doppelschicht fithrte. Dabei fillt das Potential @ iiber diese starre
Schicht linear ab (Abb. 4.1b).

y Abf. 40 Helmholtemodell  der  elekirischen
Doppelechicht {al ot Potenbialverlaut @ (b
senkrecht xur Elektrodenoberflache (waohel d@y,
gleich dem Potential an der Elekirodencbhertliche
aur starren Schicht der Gegenionen und 9%, das
des Dielekinkums in der Bulkphasze {Elekirolyt 2
B ist, === stellt die inner Helmholtzschicht (THP)
und -+ die Grenze zur Bulkphase dar,
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Betrachtet man dieses System genauer, so fillt auf, dass sich die Grenzflichen wie ein
Plattenkondensator verhalten miissten, d. h. es kommt zur Ladungsseparierung. Fiir die

Grenzfliche im Gleichgewicht kann man dann folgende Gleichung formulieren (Gl. 4-35):

C, = % _&&pA Gl 4-1

d

mit C, = Kapazitit (in Farad, F)
Q = Ladungen (in Coulomb, C)
E = Spannung (in Volt, V)
go = Dielektrizitiatskonstante im Vakuum 8,854-10'12 [C2J 'lm'l]
ep = relative Dielektrizitatskonstante des Dielektrikums
A = Fliche der Kondensatorplatten, bzw. der Elektrode
d = Dicke des Dielektrikums

Die Anzahl der Ladungen an der Metallelektrode Qy, ist in dieser Betrachtung gleich der
Anzahl der Ladungen im Elektrolyten Qs (-Qu = QOs). Fir die Kapazitiat C, der elektrischen
Doppelschicht findet man iiblicherweise Werte zwischen 10 und 40 pF/cm® [153] (fiir
Goldelektroden ~ 30 pF/cm?) in Abhingigkeit des Potentials. Aus Gl. 3-45 wird deutlich,
dass der Wert fiir C; konstant sein miisste. Cy ist jedoch abhiingig vom angelegten Potential
und der Konzentration des Elektrolyten, was eine Abhingigkeit von ¢ oder d suggeriert.

Hiermit wird auch die Schwachstelle dieses Modells deutlich.

Gouy und Chapman erkannten, dass die Ladungen in einem Elektrolyten frei beweglich
sind und thermischen Bewegungen unterliegen, und dass es zwar an der Grenzfliche
Elektrode/Elektrolyt zu einer elektrostatischen Interaktion zwischen den Ladungen auf der
Elektrodenoberfliche und den gegensitzlichen Ladungen im Elektrolyten kommt, jedoch
die gegensitzlichen Ladungen der Grenzfliche frei gegen die aus der Bulkphase des
Elektrolyten austauschbar sind, d. h. es gibt keine starre Fixierung von Ladungstrigern an
der Grenzfliche. Durch die elektrostatische Anziehungskraft ergibt sich eine diffuse
Ladungsverteilung in der Nahe der Elektrode, wobei die Konzentration der Gegenionen an

der Elektrodenoberfliche am grofiten ist und progressiv in den Elektrolyten abnimmt, bis
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Neutralitidt in der Bulkphase des Elektrolyten herrscht (Abb. 4.2a) (engl. Electrostatic
Theory). Das Potential nimmt ebenfalls progressiv in den Elektrolyten ab (Abb. 4.2b).
Hieraus ldsst sich zwar die Abhéngigkeit C; von dem Potential und der Konzentration
erklidren, d. h. C; steigt mit zunehmendem Potential und zunehmender Konzentration,

jedoch gilt dieses Modell nur fiir kleine Potentiale und niedrige Konzentrationen.
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Abb. 4.2: Gouy-Chapman-Modell der elektrischen Doppelschicht (a) mit Potentialverlauf @ (b)
senkrecht zur Elektrodenoberfliche (wobei @, gleich dem Potential an der Elektrodenoberfliche
zur diffusen Schicht der Gegenionen und @, das des Dielektrikums in der Bulkphase (z. B.
Elektrolyt) ist, =+=+=- stellt die Grenze zur Bulkphase dar.

Die Theorie von Gouy and Chapman vernachlédssigt vollig den Ionenradius, da sie
Ladungen wie Punktladungen behandelt, die sich der Elektrode beliebig weit annZhern

konnen. Stern beriicksichtigte die Ionengrée in der Weise, dass sich die Ionen eines
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Elektrolyten nur bis zu einem bestimmten Abstand der Elektrode nidhern konnen (plane of

the closest approach). Die Basis des Stern’schen Modells bildet jedoch die Kombination

aus Helmbholtz-

und Gouy-Chapman-Modell,

d. h. dass

an der

Grenzfliache

Elektrode/Elektrolyt eine starre Schicht gegensitzlicher Ladungen besteht (Helmholtz-

Modell), gefolgt von einer diffusen Schicht von Gegenionen (Gouy-Chapman-Modell)

(Abb. 4.3a). Dabei fillt das Potential zunédchst linear iiber die starre Schicht auf einen

bestimmten Wert ab und dann in der diffusen Schicht exponentiell auf O (Abb. 4.3b).
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Abb. 4.3: Stern-Modell der elektrischen Doppelschicht (a) mit Potentialverlauf @ (b) senkrecht zur
Elektrodenoberfliche (wobei @y, gleich dem Potential an der Elektrodenoberfliche zur diffusen
Schicht der Gegenionen, @, das zur Grenzfliche der diffusen Schicht und @, das des Dielektrikums

in der Bulkphase (z. B. Elektrolyt) ist. ---- stellt die innere Helmholtzschicht (IHP) dar und

trennt die diffuse Schicht von der Bulkphase ab.
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Fiir die Kapazitit C; der elektrischen Doppelschicht gilt dann Gl. 4-2:

=—+ Gl. 4-2

Wobei Cy die Kapazitit an der duBeren Helmholtzschicht ist und Cp die Kapazitit der
diffusen Schicht darstellt. Aus Gl. 4-2 geht hervor, dass die einzelnen Kapazititen in Serie
sind und die Gesamtkapazitit der elektrischen Doppelschicht von der kleinsten

Einzelkapazitit beherrscht wird.

Grahame erkannte, dass es zwei Ebenen der maximalen Annéherung von Gegenionen an
die Elektrode geben muss (two planes of closest approach). Eine Ebene fiir spezifisch
adsorbierte Ionen (innere Helmholtz-Schicht, engl. inner Helmholtz plane (IHP)) und eine
fiir unspezifisch adsorbierte lonen (duflere Helmholtz-Schicht, engl. outer Helmholtz plane
(OHP)). Die solvatisierten Ionen des OHP konnen sich dabei der Elektrode nur so weit
nihern, wie es der Durchmesser der Solvathiille erlaubt. Die Interaktion der Ladungen des
OHP mit der Elektrode ist unabhéngig von den chemischen Eigenschaften. An den OHP
schlieft sich die diffuse Schicht an, die bis zur Bulkphase des Elektrolyten reicht (Abb.
4.4). Die Ladungsdichte op an der elektrischen Doppelschicht im Elektrolyten ist durch Gl.
4-3 gegeben:

Op=0,+0,=—-0y Gl. 4-3

o; [nC/cm?] stellt hierbei die Ladungsdichte der spezifisch adsorbierten Ladungstriiger des
IHP dar. o, gibt die Ladungsdichte der diffusen Schicht an, die hier jedoch von der OHP
bis in die Bulkphase reicht. oy ist die Ladungsdichte an der Elektrodenoberflidche. Die
Dicke der diffusen Schicht hiingt von der gesamten Ionenkonzentration in Losung ab. Fiir

Konzentrationen groBer 10~ M betrigt die Dicke weniger als ~ 100 A [153].
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Abb. 4.4: Grahame-Modell der elektrischen Doppelschicht. Die an der Elektrodenoberfliche
spezifisch adsorbierte Spezies bilden die innere Helmholtzschicht (IHP) und unspezifisch
adsorbierte Spezies bilden die duBere Helmholtzschicht (OHP); daran schlieBt sich die diffuse
Schicht und die Bulkphase an.

Gegenwirtig wird versucht, die Struktur der elektrischen Doppelschicht in Abhéngigkeit
von beeinflussenden Faktoren, wie z. B. der Adsorption von organischen Materialien an
der Elektrode oder dem Finfluss des Losungsmittels zu kldren, da die Struktur der
elektrischen Doppelschicht die Vorginge an der Elektrode stark beeinflusst, besonders,
wenn ein Elektronentransfer stattfindet [154]. Die Rate der Elektrodenprozesse kann durch
die Struktur der elektrischen Doppelschicht beeinflusst werden, z. B. wenn eine
elektrochemisch aktive Substanz an der Elektrode nur unspezifisch adsorbiert wird, d. h.
sie sich der Elektrode nur bis zum OHP nihern kann, wird sie auch nur ein geringeres
Potential als das tatsdchlich angelegte erfahren. Das erfahrene Potential reduziert sich um

den Potentialabfall iiber die diffuse Schicht.

In der vorliegenden Arbeit wurden Goldelektroden zum  Aufbau der
Lipidmodellmembranen benutzt. Eine reine, unbedeckte Goldelektrode bildet in einer
Elektrolytlosung, wie oben beschrieben, eine dielektrische Doppelschicht aus, deren

Kapazitit ungefihr 30 uF/cm? betriigt. Durch den Aufbau der Modellmembranen wird die
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Goldelektrode mit einer diinnen isolierenden, dielektrischen Schicht bedeckt. Hieraus
resultiert eine kleine Kapazitit fiir diese Schicht, die in Serie mit der Kapazitit der
elektrischen Doppelschicht steht. Die Kapazitidt der elektrischen Doppelschicht ist im
Allgemeinen sehr grofl, wo hingegen die Kapazitit der aufgebrachten dielektrischen
Schicht im Fall einer Lipidmembran (Abb. 4.5) mit ~ 0,5-1 pF/cm” verhiltnismiiBig klein
ausfallt. Gemal Gl. 4-2 fillt die Kapazitit der elektrischen Doppelschicht in einer solchen

Serienschaltung nicht ins Gewicht.

_—

Core ) Co

o
Il
|

Gaold
Glasiriizer

Abb. 4.5: Finfluss einer adsorbierten Lipidmembran auf die Gesamtkapazitit., C;, ist die Kapazitit
der elektrischen Doppelschicht, Cp die der diffusen Schicht, Cy die der Helmholtz-Schicht, Cpy, die
der adsorbierten Lipidmembran und C,,, die Kapazitit des gesamten Systems.

4.1.2 Grundlagen der Impedanzspektroskopie (EIS)

Als Impedanz bezeichnet man auch den Wechselstromwiderstand. Die Gesamtimpedanz
eines Systems setzt sich dabei aus den ohmschen Widerstinden und den Widerstinden der
Kondensatoren und Spulen eines Systems zusammen, wobei der ohmsche Widerstand die
reale Komponente und die Widerstinde von Kondensatoren und Spulen den imaginédren
Teil der Impedanz bilden.

Bei der Impedanzspektroskopie (EIS) stort man das zu untersuchende System durch

Anlegen einer Wechselspannung (£(7)) mit einer sehr kleinen Amplitude (5-10 mV), wobei
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man die Frequenz der angelegten Spannung moduliert. Dadurch wird die
Gleichgewichtslage eines Systems gestort und die daraus resultierende Stromantwort des

Systems auf diese Stérung frequenzabhingig aufgezeichnet.

Zum besseren Verstindnis der EIS wird hier zunichst auf die Wechselstromtheorie

eingegangen.

Eine reine sinoidale Wechselspannung (E(?)) kann wie in Gl. 4-4 ausgedriickt werden,

wobei sich die Wechselspannung zeitabhéngig (#) periodisch dndert.

E(t)=E,-sin (a) t) Gl. 4-4

Hierbei stellt w die Kreisfrequenz (w = 2xf, wobei f die Frequenz in Hertz ist) und Ey die
Amplitude der angelegten Spannung dar. Abb. 4.6 Veranschaulicht graphisch den

zeitlichen Verlauf der Wechselspannung.

Abb. 4.6: Kreisfrequenz und Spannungs-Zeit-Diagramm der Wechselspannung.

Die daraus resultierende Stromantwort ((¢)) zeigt in den meisten Fillen eine Verschiebung

des Phasenwinkels und eine andere Amplitude im Vergleich zu der angelegten Spannung.
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Daraus ergibt sich fiir die Stromantwort Gl. 4-5, wobei @ der Phasenwinkel ist, um dessen

Wert die Stromantwort gegen den Phasenwinkel der Spannung verschoben ist.

I(t)=1, sin(wt + D) Gl 4-5

Wird eine Wechselspannung (Gl. 4-4) an einen reinen ohmschen Widerstand angelegt, so

ergibt sich fiir die Stromantwort nach dem Ohmschen Gesetz Gl. 4-6,

I(t)=(E/R)Sina)t Gl 4-6

Wobei R der Widerstand ist. Hieraus wird ersichtlich, dass die Stromantwort fiir einen
reinen ohmschen Widerstand keine Verschiebung im Phasenwinkel zeigt (Abb. 4.7). Der

Phasenwinkel @ ist also O.
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Abb. 4.7: Kreisfrequenz und Spannungs-Zeit-Diagramm der Wechselspannung und entsprechender
Stromantwort an einem ohmschen Widerstand. Die Stromantwort zeigt keine Verschiebung im
Phasenwinkel, lediglich die Amplitude ist eine andere.
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Durch Anlegen einer Wechselspannung an einen reinen Kondensator beobachtet man eine
Verschiebung des Phasenwinkels. Die resultierende Stromantwort ist um 90° im

Phasenwinkel verschoben, wobei die Spannung dem Strom hinterherlduft (Abb. 4.8).

—
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Abb. 4.8 Kreisfrequenz und Spannungs-Zeit-Diagramm der Wechselspannung und entsprechender
Stromantwort an einem reinen Kondensator. Die Stromantwort zeigt eine Verschiebung des
Phasenwinkels um 90°.

Mathematisch muss hier der Begriff der Kapazitit C (Gl. 4-1) erneut aufgegriffen werden.
Durch Umformung von Gl. 4-1 erhélt man fiir die Ladung Q an den Platten eines

Kondensators Q = CE. Durch Differenzierung ergibt sich die resultierende Stromantwort
I(1) (Gl. 4-7).

dQ  dE
I(t)=—=C— 1. 4-7
(== G

Durch Einbeziehen der Gl. 4-4 resultiert Gl. 4-8:

I(t)=aCE,cosat Gl. 4-8
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Fiir den Term 1/wC kann auch der kapazitive Blindwiderstand (capacitive reactance) Xc
eingefithrt werden. Daraus folgt, bei Anwendung des Ohmschen Gesetzes Gl. 4-9, wobei R

gegen X¢ ausgetauscht wurde und der Phasenwinkel nicht O sondern 7/2 ist.

E
I(t)==2sin(wt +7/2) Gl 4-9
XC

Hierbei ist der Phasenwinkel positiv, weswegen die Stromantwort der Spannung vorauseilt.
Der Phasenwinkel der Wechselspannung ist demnach negativ, also -7/2.
Eine einfache Methode zur Charakterisierung des Wechselstroms stellt die Vektoranalyse

dar (Abb. 4.9).

Trapindriedl (1) var T

i

ki

Realterd {17} vawr [

Abb. 4.9: Vektordarstellung des Wechselstroms hinsichtlich des realen und imaginéren Teils.

Durch die komplexe Schreibweise kann der Wechselstrom in einen imaginédren und realen
Anteil aufgespaltet werden. Hierzu muss der Wert der Ordinate mit j = v -/ multipliziert
werden. Fir E kann an Stelle von Gl. 4-4 unter Beriicksichtigung der negativen

Verschiebung des Phasenwinkels Gl. 4-10 geschrieben werden.

E=—jX_I(t) Gl 4-10
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In GIl. 4-10 ist wie im Ohmschen Gesetz auch hier ein Ausdruck fiir den Widerstand

enthalten, jedoch als komplexe Zahl -jXc. Der kapazitive Blindwiderstand X¢ ist von dem

Reziprokwert der Frequenz und dem Reziprokwert der Kapazitit abhdngig; er wird

ebenfalls in der Einheit Ohm angegeben.

Fiir einen Widerstand (R) und einen Kondensator (C) in Serie kann die Gesamtspannung

mit Gl. 4-11 angegeben werde.

E=E,+E,

Gl 4-11

E=1I(1)(R-jX.)

Der Term (R-jX¢) stellt die Impedanz Z dar. Hieraus ergibt sich Gl. 4-12.

E=I(t)Z

Gl 4-12

Abb. 4.10 gibt den Zusammenhang zwischen Wechselspannung und Strom fiir einen

Widerstand in Serie mit einem Kondensator (RC-Glied) wieder.
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Abb. 4.10: Vektordarstellung. (a) Verhéltnis zwischen Strom und Spannung fiir ein RC-Glied in
Serie. E(t) ist die Spannung, die durch das gesamte RC-Glied lduft, Ex und E stellen die
Komponenten von E(t) dar, die jeweils iiber den Widerstand und den Kondensator laufen. Hieraus
resultiert die Impedanz (gezeigt in (b)).

Im Allgemeinen kann die Impedanz durch GI. 4-13 ausgedriickt werden.

Z(w)=2Zy, — jZ,,

Gl. 4-13
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Zre (Z’) und Zyy, (Z°) stellen den realen und den imaginidren Teil der Impedanz Z(w) in
Abhingigkeit der Frequenz dar. Fiir die beiden Teile Zg, und Z;, kann auch Zz, = R
und Z;, = X¢c = l/wC geschrieben werden. Fiir den Betrag der Impedanz Z (IZI)

kann dann Gl. 4-14 formuliert werden.

|Z|2 =R +X.=(Z,) +(z,) Gl. 4-14

Fiir den Phasenwinkel @ gilt dann GlI. 4-15.

Z X 1
tan@ =" =€ — Gl 4-15
Z,, R @RC

Aus Gl. 4-15 wird ersichtlich, dass der Phasenwinkel ein Indikator fiir den ohmschen und
kapazitiven Anteil eines Systems ist. Es wird deutlich, dass der Phasenwinkel nur fiir reine
ohmsche Systeme 0, bzw. fiir reine kapazitive Systeme /2 sein kann. Fiir eine
Uberlappung der beiden System kénnen dann Phasenwinkel zwischen 0 und /2
auftreten, wobei der Phasenwinkel dann von den Eigenschaften des ohmschen und des

kapazitiven Anteils abhéngt.

Die Zeit, die ein System nach Anregung braucht, um in seine Gleichgewichtslage
zuriickzukehren, wird als dielektrische Relaxationszeit, bzw. Zeitkonstante ¢ bezeichnet.

Fiir sie gilt Gl. 4-16.

T=R-C Gl. 4-16

Nachfolgend werden die in dieser Arbeit verwendeten Darstellungsarten der
Impedanzspektren vorgestellt und ihr Erscheinungsbild anhand von Ersatzschaltkreisen

verdeutlicht.
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4.1.3 Ersatzschaltkreise und Impedanzspektren (Grundlagen)

In der Impedanzspektroskopie ist die Anderung der Impedanz durch Variation des
Frequenzbereichs von analytischem Interesse. Dabei wird die Amplitude der angelegten
Spannung konstant gehalten. Fiir die Auswertung der Impedanzspektroskopie werden
elektrische Ersatzschaltkreise zu Grunde gelegt, die den physikalischen Gegebenheiten
des zu analysierenden Systems entsprechen.

Fiir die Darstellung der aus der Impedanzspektroskopie resultierenden Daten bieten sich
die nachfolgend erlduterten Diagramme (Bode-Plot, frequenzreduzierte Admittanz und

Nyquist-Plot) an.

4.1.3.1 Bode-Plot

Fir die Darstellung im Bode-Plot (siche nachfolgende Erlduterung) wird der
logarithmische Betrag der Impedanz |Zl und der Phasenwinkel @& (y-Achse) gegen den
logarithmischen Betrag der Frequenz (x-Achse) aufgetragen. Durch die Beobachtung des
Phasenwinkels konnen Aussagen iiber den kapazitiven und ohmschen Anteil eines Systems
getroffen werden. Ist der Phasenwinkel O und &ndert sich dieser mit der Frequenz auch
nicht, so liegt ein rein ohmsches System vor. Bei einem reinen kapazitiven System betrigt
der Phasenwinkel iiber den gesamten gemessenen Frequenzbereich -90° (-2/m). Fir
gemischte Systeme, bestehend aus ohmschen Widerstand und Kondensator sind die
Verhiltnisse etwas komplizierter, da es frequenzabhingig zu Uberlagerungen der
ohmschen und kapazitiven Effekte kommen kann. Nachfolgend werden verschiedene

Schaltkreise erliutert.

A) Ohmscher Widerstand (R):

Der Betrag der Impedanz |ZI eines reinen ohmschen Systems ist gleich dem ohmschen
Widerstand dieses Systems, d.h. die Impedanz 1ZI entspricht dem Realteil der Impedanz.
Mathematisch lisst sich dies durch Gl. 4-17 und Gl. 4-18 ausdriicken.
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E=E, Gl 4-17

E ,
|Z|=7=Z =R Gl 4-18

Der in Abb. 4.11 gezeigte Verlauf des Phasenwinkels und der Impedanz IZl zeigt keine
Anderung iiber den gesamten gemessenen Frequenzbereich. Der Phasenwinkel ist bei allen
Frequenzen 0° und die Impedanz bei allen Frequenzen 1MQ. Die Unabhingigkeit des
Systems von der Frequenz (siche auch Gl. 4-18) bedeutet, dass es sich um ein reines

ohmsches System handeln muss.

1074

Z] [ahm]

14"

101010 10" 10" 10" 10" 10" 10" 10°
Frequenz |Hz|
L0

I -0
1R
=41

‘Widestand B

-20 -
0]

20 Ry
10*10°10210" 10° 10" 10°> 10° 10* 10°
Frequenz [Hz]

Phasenwiinkel &= | 7

Abb. 4.11: Bode-Plot fiir einen ohmschen Widerstand von R = 1 MQ.

B) Kondensator (C):

Der frequenzabhingige Betrag der Impedanz IZl eines reinen kapazitiven Systems ist gleich

dem frequenzabhingigen Betrag der Kapazitit dieses Systems, d.h. gleich dem imaginédren
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Anteil bei gleicher Frequenz. Mathematisch lésst sich dies durch Gl

ausdriicken.

E=EC=E0~sina)t=%

I=d—Q:C~d—E=a)C-E0~c0sa)t
dt dt
‘Z|=£—jZ”=—L
I wC

. 4-19 bis GI. 4-21

Gl 4-19

Gl. 4-20

Gl. 4-21

Abb. 4.12 zeigt den Verlauf des Phasenwinkels und der Impedanz in Abhéngigkeit von der

Frequenz. Fiir ein reines kapazitives System ist zu erwarten, dass sich der Phasenwinkel

nicht mit der Frequenz &ndert, sondern lediglich die Impedanz. Der Phasenwinkel eines

reinen kapazitiven Systems muss also iiber den gesamten Frequenzbereich #/2, bzw. —90°

betragen. Die Impedanz eines Kondensators nimmt mit Abnahme der Frequenz zu, da der

Widerstand eines Kondensators frequenzabhingig ist.
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1"

10*10°10%10" 10° 10" 10%> 10° 10*
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Abb. 4.12: Bode-Plot fiir einen Kondensator mit einer Kapazitit von C = 1 pF.

10°
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C) Serienschaltung aus Widerstand (R) und Kondensator (C):

Fiir ein System, bestehend aus ohmschen und kapazitiven Anteilen in Serie, stellt der
Betrag der Impedanz eine Mischung aus dem frequenzunabhiingigen Realteil (ohmscher
Widerstand R) und dem frequenzabhingigen Imaginirteil (Kondensator C) dar. Hierzu

kann Gl. 4-22 und Gl. 4-23 formuliert werden.

E=Ex+E. Gl. 4-22

E .y j
Z|===2,+2.=7'+72"=R-—_
| | I R C wC Gl 4-23

Der Phasenwinkel und die Impedanz dndern sich in diesem Fall mit der Frequenz (Abb.
4.13). Da die beiden Elemente des Schaltbildes in Serie geschaltet sind, miissen die
Ladungen quasi erst durch den Widerstand und dann durch den Kondensator laufen.
Deshalb verhilt sich ein solches System im hohen Frequenzbereich wie ein ohmscher
Widerstand und im niedrigen Frequenzbereich wie ein Kondensator. Fiir den Phasenwinkel
bedeutet das, dass im hohen Frequenzbereich der Phasenwinkel fiir ein rein ohmsches
System angezeigt wird, also 0°, der dann in einem intermedidren Frequenzbereich eine
Mischung aus typisch ohmschen und kapazitiven Phasenwinkel zeigt, um schlieBlich im
niedrigen Frequenzbereich den typischen Phasenwinkel eines reinen kapazitiven Systems
(n/2, bzw. -90°) anzunehmen. Der Betrag der Impedanz &ndert sich ebenfalls
frequenzabhingig. Im hohen Frequenzbereich wird die Impedanz des reinen ohmschen
Anteils angezeigt und im niedrigen Frequenzbereich der frequenzabhingige Wert des
reinen kapazitiven Anteils. Der intermediire Bereich stellt eine Uberlagerung der

kapazitiven und ohmschen Effekte dar.
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Abb. 4.13: Bode-Plot fiir einen Widerstand (R = 1 MQ) und einem Kondensator (C = 1 uF) in Serie.

D) Parallelschaltung aus Widerstand (R) und Kondensator (C):

Fiir ein System, bestehend aus ohmschen und kapazitiven Elementen in Parallelschaltung,
stellt der Betrag der Impedanz ebenfalls eine Mischung aus dem Realteil (ohmscher
Widerstand R) und dem Imaginirteil (Kondensator) dar. Jedoch sind hier die
frequenzabhingigen Effekte etwas anders als unter (C) geschildert. Ein RC-Glied in
Parallelschaltung verhilt sich im hohen Frequenzbereich wie ein Kondensator und im
niedrigen Frequenzbereich wie ein ohmscher Widerstand. Dies hingt damit zusammen,
dass die Leitfdhigkeit eines Kondensators mit Zunahme der Frequenz steigt, d.h. der
Widerstand eines Kondensators ist im hohen Frequenzbereich niedriger als er im niedrigen

Frequenzbereich ist. Hierzu kann Gl. 4-24 bis Gl. 4-29 formuliert werden.

1 1

= ,+i”=i+ja)c Gl. 4-24
Z, Z Z R

I+ joRC Gl 4-25
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Durch Multiplikation von Zihler und Nenner mit (1-joRC) ergibt sich:

Z= (i(r]_ ]2 waCZ) Gl 4-26
jo’R*C?)

Daraus ergibt sich fiir den Real- und Imaginirteil:

R
7z, = _
Re (]+a)2R2C2) Gl 4-27
—wR’C
7 = Gl 4-28

"1+ w’R°C?)

Fiir die Gesamtimpedanz ergibt sich dann:

_ R ___joR’C
-~ 1+@’R*C?) I+0’R*C?)

Gl 4-29

In Abb. 4.14 ist der frequenzabhingige Verlauf des Phasenwinkels und der Impedanz
dargestellt. Wie oben bereits beschrieben nimmt der Betrag der Impedanz im hohen
Frequenzbereich den Wert eines Kondensators an und im niedrigen Frequenzbereich den
des ohmschen Widerstandes. Demnach muss auch der Phasenwinkel im hohen
Frequenzbereich —90° (a/2) annehmen und im niedrigen Frequenzbereich 0° sein. Im
intermedisiren Frequenzbereich ergeben sich Uberlappungen aus ohmschen und kapazitiven

Effekten.
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Abb. 4.14: Bode-Plot fiir einen Widerstand (R = 1 MQ) und einen Kondensator (C = 1 uF) in
Parallelschaltung.

E) Parallelschaltung aus Widerstand (R) und Kondensator (C) mit einem Vorwiderstand
(Ryor):

Fiir ein solches Schaltbild ergibt sich die Kombination aus den oben beschriebenen
Elementen. Abb. 4.15 zeigt den Bode-Plot fiir ein solches System. Fiir den hohen
Frequenzbereich verhilt sich dieses System wie ein ohmscher Widerstand in Serie mit
einem Kondensator (vgl. Punkt C). Fiir den Phasenwinkel in diesem Frequenzbereich gilt
dann, dass er den Wert fiir einen ohmschen Widerstand, also 0° annimmt. Im niedrigen
Frequenzbereich hingegen ist das Erscheinungsbild wie fiir zwei ohmsche Widersténde in
Serie (vgl. Punkt A). Deshalb ist auch hier der Phasenwinkel 0°. Im intermediiren
Frequenzbereich versucht der Phasenwinkel gegen den fiir einen Kondensator (-90°) zu
laufen. Ob die —90° erreicht werden konnen, hingt von der Grole des Vorwiderstandes ab.
Fiir die Impedanz ergibt sich demnach fiir den hohen und niedrigen Frequenzbereich der
Betrag fiir den reinen ohmschen Anteil. Jedoch stellt der Wert der Impedanz im hohen
Frequenzbereich den Wert fiir den Vorwiderstand dar und im niedrigen Frequenzbereich

nimmt die Impedanz den additiven Wert aus beiden Widerstéinden an.
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Abb. 4.15: Bode-Plot fiir eine Parallelschaltung aus Widerstand (R = 1 MQ) und einem Kondensator
(C =1 uF) in Serie mit einem Vorwiderstand (R,,; = 50 Q).

F) Serienschaltung zweier jeweils parallelgeschalteter RC-Glieder mit einem

Vorwiderstand:

Der in Abb. 4.16 gezeigte Phasen- und Impedanzverlauf dhnelt dem unter Punkt E
dargestellten Verlauf. Lediglich im niedrigen Frequenzbereich steigt der Phasenwinkel
wieder etwas an, um dann erneut auf den eines reinen ohmschen Widerstandes
zuriickzukehren. Liegen die Zeitkonstanten (Gl. 4-16) der beiden RC-Glieder weit genug
auseinander, kann eine eindeutige Zuordnung der Effekte zu den RC-Gliedern, bzw. der

effektverursachenden Systembestandteile getroffen werden.
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Abb. 4.16: Bode-Plot fiir zwei RC-Glieder in Serie mit einem Vorwiderstand (R,,; = 50 Q). Erstes
RC-Glied besteht aus Kondensator C = 1 uF und Widerstand R = 1 MQ, zweites RC-Glied aus
Kondensator C = 100 uF und Widerstand R = 0,5 MQ.

4.1.3.2 Der Nyquist-Plot

Im Nyquist-Plot wird der Realteil Z’ (x-Achse) und der Imaginirteil Z’’ (y-Achse) der
Impedanz zu jeder Anregungsfrequenz gegeneinander aufgetragen, ohne dass, wie beim
Bode-Plot, die Frequenz direkt dargestellt wird. Vorteil dieser Darstellung ist die direkte
Ablesbarkeit des reinen ohmschen Anteils. Der Scheitelpunkt der Kurve liegt bei
o = 1/RC. In den nachfolgenden Graphen werden die oben beschriebenen

Ersatzschaltkreise an Hand des Nyquist-Plots erneut diskutiert.

A) Ohmscher Widerstand (R):

Die Impedanz eines reinen ohmschen Widerstandes besitzt keinen Imaginéranteil und ist

von der Frequenz unabhingig. Dadurch zeigt der Nyquist-Plot fiir ein solches System fiir
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alle gemessenen Frequenzen nur einen Wert, der dem des Widerstandes entspricht.

Abb. 4.17 zeigt den Nyquist-Plot fiir ein solches System.

-1,0x10" 1
-8,0x10°1
-6,0x10°1
-4,0x10°

zll

-2,0x10°%-
0,0 -

0,0 5,0x10°  1,0x10°  1,5x10°
Z v
Abb. 4.17: Nyquist-Plot fiir einen ohmschen Widerstand von R = 1 MQ.

B) Kondensator (C):
Die Impedanz eines reinen Kondensators besitzt keinen Realteil, sondern nur einen

Imaginirteil, dessen Wert von der Frequenz abhingig ist. Daher zeigt der Nyquist-Plot
(Abb. 4.18) eine entlang der y-Achse verlaufende Gerade.

-1,5%x10°- [
-1,0x10°- |
N N :
-5,0x10" A d
0,0
0,0 5,0x10" 1,0x10°
Zl

Abb. 4.18: Nyquist-Plot fiir einen reinen Kondensator von C = 1 uF.

C) Serienschaltung aus Widerstand (R) und Kondensator (C):

Ein Widerstand verhilt sich in Serie mit einem Kondensator im hohen Frequenzbereich wie

ein reiner ohmscher Widerstand und im niedrigen Frequenzbereich wie ein reiner
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Kondensator. Dieses Verhalten spiegelt sich auch im Nyquist-Plot (Abb. 4.19) wieder. Die
Impedanz besitzt hierbei fiir die intermedidren Frequenzen sowohl einen Realteil als auch
einen Imaginirteil. Im hohen Frequenzbereich kann im Nyquist-Plot der Wert fiir den
ohmschen Widerstand abgelesen werden (x-Achse), wobei und im niedrigen

Frequenzbereich der Wert fiir den Kondensator entnommen werden kann (y-Achse).

-1,5x10%-

: -1,0x108] .

N 5,0x107-

0,0J

0,0 5,0x10° 1,0x10° 1,5x10°
71
Abb. 4.19: Nyquist-Plot fiir einen reinen ohmschen Widerstand (1 p€) in Serie mit einem
Kondensator (1 uF).

D) Parallelschaltung aus Widerstand (R) und Kondensator (C):

Ein solches System verhilt sich im hohen Frequenzbereich wie ein reiner Kondensator,
bzw. im niedrigen Frequenzbereich wie ein reiner Widerstand. Im intermediéren

Frequenzbereich iiberlagern sich die Effekte des Kondensators und Widerstandes.

-1,0x10°-
. -5,0x10% e,
N .,,l' 'x.
o0l | \
0,0 5,0x10° 1,0x10°
Zl

Abb. 4.20: Nyquist-Plot fiir einen Widerstand (R = 1 MQ) und einem Kondensator (C = 1 uF) in
Parallelschaltung.
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Hieraus resultiert der in Abb. 4.20 gezeigte Nyquist-Plot. An der x-Achse lisst sich der
reine ohmsche Anteil (Realteil) des Systems ablesen. Der Halbkreis beginnt bei Null, da im
hohen Frequenzbereich keine Anteile des ohmschen Widerstandes angezeigt werden und
ein Kondensator im hohen Frequenzbereich einen sehr niedrigen Widerstand aufweist. Mit
Abnahme der Frequenz nihert sich das System dem reinen ohmschen Widerstand,
weswegen man aus dem zweiten Schnittpunkt mit der x-Achse den Widerstand fiir das

reine ohmsche System ablesen kann.

E) Parallelschaltung aus Widerstand (R) und Kondensator (C) mit einem Vorwiderstand
(RVOI‘) N

Fiir dieses Schaltbild ergibt sich prinzipiell der gleiche Nyquist-Plot mit dem Unterschied,
dass hier noch ein Vorwiderstand existiert, dessen Wert ebenfalls an der x-Achse abgelesen
werden kann. Die Kurve des Nyquist-Plots (Abb. 4.21) hat ihren Ursprung daher nicht in
Null, sondern an dem Wert des Vorwiderstands (Abb. 4.21, rechts). Der zweite

Schnittpunkt mit der x-Achse setzt sich additiv aus Vorwiderstand und Systemwiderstand

zusammen.
-1,0x10°
-1,0x10*1
-5,0x10° - ) !
H . S N o
N N _5,0x10*
L] ] 1 .‘l
oo) | \
. : . 0,0l f
20 S5m10°  1.0x10° b =< W
z z

Abb. 4.21: Nyquist-Plot fiir eine Parallelschaltung aus Widerstand (R = 1 MQ) und einem
Kondensator (C = 1 pF) in Serie mit einem Vorwiderstand (R,,, = 50 Q). Rechts: VergroBerter
Ausschnitt.
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F) Serienschaltung zweier parallelgeschalteter RC-Glieder mit einem Vorwiderstand:

Der Nyquist-Plot fiir ein solches System zeigt, falls die Zeitkonstanten (Gl. 4-16) der
beiden RC-Glieder weit genug auseinander liegen, zwei Halbkreise (Abb. 4.22).
Uberschneiden sich die Zeitkonstanten, so iiberschneiden sich auch die Halbkreise des
Nyquist-Plots. Der Kurvenverlauf ergibt sich aus denselben, wie oben schon genannten
Griinden (siche 4.1.3.1 F und 4.1.3.2 E). Die Schnittpunkte der Kurve mit der x-Achse

ergeben sich hier ebenfalls additiv aus den Einzelwiderstinden des Systems.

-1,0x1o“w
iy -5,0x10°; e
.-.I -V.ul-...-‘
0,0 l
0,0 50x10° 1,0x10° 1,5x10°

Zl
Abb. 4.22;: Nyquist-Plot fiir zwei RC-Glieder in Serie mit einem Vorwiderstand (R,,; = 50 Q).

Erstes RC-Glied aus Kondensator C = 1 uF und Widerstand R = 1 MQ, zweites RC-Glied aus
Kondensator C = 100 uF und Widerstand R = 0,5 MQ.

4.1.3.3 Der frequenzreduzierte Admittanz- oder Kapazitits-Plot

Die Admittanz Y (Gl. 4-30) stellt lediglich die Umkehrfunktion der Impedanz Z dar. Sie ist
ein Maf} fiir die komplexe Leitfdhigkeit. Durch Auftragen des frequenzreduzierten
imagindren Anteils der Admittanz (Y’ /w) gegen den ebenfalls frequenzreduzierten

Realteil der Admittanz (Y /w) erhilt man den Admittanz-Plot.

1 1
Y=—=—=Y'+jY" Gl. 4-30
E 7 /
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A) Ohmscher Widerstand (R):

Fir einen reinen ohmschen Widerstand R kann die Admittanz Y’, bzw. die

frequenzreduzierte Admittanz Y/ mit Gl. 4-31 und Gl. 4-32 wiedergegeben werden.

Gl 4-31

, 1/R
Y4)=— Gl 4-32

Aus Gl. 4-32 wird ersichtlich, dass der frequenzreduzierte Admittanz-Plot (Abb. 4.23) fiir
einen reinen Widerstand eine Gerade entlang der x-Achse sein muss, da Gl. 4-32 eine
Abhingigkeit von der Frequenz zeigt. Der Plot schneidet die y-Achse nur in Null, da ein

Widerstand keinen Imaginérteil besitzt.

-1,0x10°

-5,0x10™

Yo

0,0 - L T I [ i o o —

5,0x10™

1,0x10° - - - -
0,0 5,0x10° 1,0x10* 1,5x10"

Y'/io

Abb. 4.23; Frequenzreduzierter Admittanz-Plot fiir einen ohmschen Widerstand von R = 1 MQ.

B) Kondensator (C):

Die Admittanz eines reinen Kondensators ldsst sich mit Gl. 4-33 und Gl. 4-34 darstellen.
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Y’ = jaC Gl 4-31

Y%) = jC Gl. 4-32

Gl. 4-32 zeigt, dass der frequenzreduzierte Admittanz-Plot von der Frequenz unabhingig
ist. Der Admittanz-Plot (Abb. 4.24) zeigt nur einen Wert an, ndmlich den des

Kondensators, da nur ein reiner Kondensator einen Imaginérteil besitzt.

0,0-
5,0x107
3
> 1,0x10°] =
1,5x10° - — —
0,0 2,0x10° 4,0x10°
(Y'w)

Abb. 4.24: Frequenzreduzierter Admittanz-Plot fiir einen reinen Kondensator mit einer Kapazitiit
von C=1 uF.

C) Serienschaltung aus Widerstand (R) und Kondensator (C):

Ein solches System verhilt sich bei hohen Frequenzen wie ein reiner Widerstand und bei
niedrigen Frequenzen wie ein Kondensator. Daher liegt der Schnittpunkt mit der y-Achse
im frequenzreduzierten Admittanz-Plot (Abb. 4.25) bei hohen Frequenzen bei Null und bei
niedrigen Frequenzen im Wert fiir den Kondensator. Dies ist auch dadurch begriindet, dass

der Widerstand keinen Imaginérteil besitzt und der Kondensator keinen Realteil.
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Abb. 4.25: Frequenzreduzierter Admittanz-Plot fiir einen reinen ohmschen Widerstand (1 pQ) in
Serie mit einem Kondensator (1 uF).

D) Parallelschaltung aus Widerstand (R) und Kondensator (C):

Fir ein solches System stellt der frequenzreduzierte Admittanz-Plot die Summe der
Impedanzen des Kondensators und des Widerstandes dar. Dieses System verhilt sich bei
hohen Frequenzen wie ein Kondensator und bei niedrigen Frequenzen wie ein Widerstand.
Der Plot (Abb. 4.26) stellt daher eine Gerade entlang der x-Achse dar, wobei sie ihren
Ursprung auf der y-Achse im Wert des Kondensators hat.

0,0,

-5,0x107-

Y@

-1,0x10°%-

-1,5x10°1— ———————————
0,0 50x10° 1,0x10* 1,5x10°

Y'io

Abb. 4.26: Frequenzreduzierter Admittanz-Plot fiir einen Widerstand (R = 1 MQ) und einem
Kondensator (C = 1 uF) in Parallelschaltung.
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E) Parallelschaltung aus Widerstand (R) und Kondensator (C) mit einem Vorwiderstand
(R vor, ) N

Fiir dieses System ergibt sich eine Kombination aus Punkt C und D.

0,0, ..
-2,0x107 -
-4,0x107 \

-6,0x107

Y"/®

-8,0x10'7l

-1,0X10° Jomsmt’

0,0 5,0x'10'7 1,0x'1o6 1,5x'10'6
Y'/o

Abb. 4.27: Frequenzreduzierter Admittanz-Plot fiir eine Parallelschaltung aus Widerstand (R = 1
MQ) und einem Kondensator (C = 1 uF) in Serie mit einem Vorwiderstand (R,,, = 50 Q).

Der resultierende Plot (Abb. 4.27) zeigt zunidchst einen Halbkreis wie bei einer
Serienschaltung aus Widerstand und Kondensator (wie unter C), und geht dann in eine
Gerade iiber, die der eines Widerstandes und eines Kondensators in Parallelschaltung

entspricht.

F) Serienschaltung zweier parallelgeschalteter RC-Glieder mit einem Vorwiderstand:

Der frequenzreduzierte Admittanz-Plot (Abb. 4.28) eines solchen Systems verlduft
zunichst im hohen Frequenzbereich wie ein Widerstand in Serie mit einem Kondensator.
Die Kurve schneidet die y-Achse am Wert fiir den Kondensator des ersten RC-Gliedes,
sofern sich die Zeitkonstanten der beiden RC-Glieder nicht iiberschneiden. Mit Abnahme
der Frequenz zeigt sich dann der Ansatz eines zweiten Halbkreises, der fiir das zweite RC-
Glied steht. Bei sehr niedrigen Frequenzen wiirde der Plot, dhnlich wie unter Punkt E

gezeigt, in eine Gerade iibergehen (nicht gezeigt).
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Abb. 4.28: Frequenzreduzierter Admittanz-Plot fiir zwei RC-Glieder in Serie mit einem
Vorwiderstand (R, = 50 Q). Erstes RC-Glied aus Kondensator C = 1 uF und Widerstand R = 1
MQ, zweites RC-Glied aus Kondensator C = 100 uF und Widerstand R = 0,5 MQ.

Als weiterfithrende Literatur siehe [153-155].

4.1.4 Ersatzschaltkreise fiir Modellmembransysteme

Je nach Art des Modellsystems, d.h. Modellmembranen ohne (sBLM’s) oder mit einem
Submembranraum (tBLM’s), finden fiir die Auswertung der Impedanzspektren
verschiedene Ersatzschaltkreise Anwendung. Dabei wird die Anzahl der Elemente eines
Schaltkreises moglichst klein gehalten, damit die gemessenen Daten einer Auswertungs-

Routine unterworfen werden kénnen.

Lipid-Doppelmembranen besitzen auf Grund ihrer Impermeabilitit fiir Ionen einen hohen
Widerstand im MQ-Bereich, [10,99,156-159]. Hieraus begriindet sich ihr Vermogen,
Konzentrationsgradienten und damit Potentialdifferenzen iiber die Membran aufrecht zu
erhalten. Die Membran ist also in der Lage Ladungen zu separieren, weswegen sie auch
kapazitive Eigenschaften besitzt. Fiir eine solche Membran finden sich Kapazititen
zwischen 0,5-1 ;,IF/cm2 [10,99,157,158]. Die einfachsten FErsatzschaltkreise, die
Modellmembranen beschreiben, stellen die beiden Ersatzschaltkreise in Abb. 4.29 dar.
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Abb. 4.29: FErsatzschaltkreise fiir eine Lipidmodellmembran ohne Submembranraum.
Vorwiderstand Elektrolyt/Kabel Rg,,, Widerstand der Membran Ry 3, Kapazitit C; g der Membran,
Kapazitit C,, der elektrischen Doppelschicht.

Die Ersatzschaltkreise setzen sich aus einem Vorwiderstand (Rsory.), der fiir den Widerstand
des Elektrolyten und der Messkabel steht, einem Widerstand (Ryp), der fiir den Widerstand
der Lipidmembran steht und einem Kondensator (Cip), der fiir die Kapazitit der
Lipidmembran angegeben wird, zusammen. Widerstand und Kondensator der
Lipidmembran sind parallel und in Serie mit dem Vorwiderstand geschaltet
[68,77,157,160]. Zusitzlich kann ein weitere, in Serie geschaltete Kapazitit angenommen
werden [58,68,69,73,80,132,161]. Sie steht fiir die elektrische Doppelschicht, bestehend
aus der Helmholtz-Schicht an der Elektrode (hier Gold) und der diffusen Schicht im
Submembranraum [73]. Die Kapazitit der elektrischen Doppelschicht ist mit 30-33 uF/cm’
verhiltnismiBig groB gegeniiber der Kapazitit der Membran (~ 0,5-1 uF/cm?). Die
Gesamtkapazitit berechnet sich gemill Gl. 4-2, wobei ersichtlich wird, dass die kleinste
Einzelkapazitit den groiten Einfluss auf die Gesamtkapazitit hat. Aus diesem Grund wird
bei der Erstellung von Ersatzschaltkreisen hidufig auf die Kapazitit der elektrischen
Doppelschicht verzichtet [68,77,160], auch dann, wenn die Messdaten keine zweite

Zeitkonstante zeigen.

Es konnen auch kompliziertere Ersatzschaltkreise zur Anwendung kommen, wenn die

Messdaten eine zweite Zeitkonstante zeigen und diese auch physikalisch begriindbar ist
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(z. B. beim Vorliegen eines Submembranraums/Spacer oder bei Inhomogenititen durch

binire Monolagen).

Submem branraom)
Bucer

Abb. 4.30: FErsatzschaltkreise fiir eine Lipidmodellmembran mit Submembranraum/Spacer.
Vorwiderstand des Elektrolyten Rg,,, Widerstand der Membran Ryp, Kapazitit C; 5 der Membran,
Kapazitit C,, der elektrischen Doppelschicht.

Oft findet man eine zweite Zeitkonstante bei Modellmembranen, deren Lipiddoppelschicht
von der Elektrode durch einen Abstandshalter entkoppelt ist, d.h. ein Submembranraum
vorliegt. Als Ersatzschaltkreis werden hier zwei RC-Glieder in Serie mit einem
Vorwiderstand verwendet (Abb. 4.30) [142,156,157]. Um den Ersatzschaltkreis nicht zu
komplizieren, wird oftmals auf die Kapazitit fiir die elektrische Doppelschicht verzichtet.

Das erste RC-Glied reprisentiert die Membran.

4.1.5 Kapazitit und Widerstand zur Kontrolle des Architekturaufbaus und als

Qualitiatsmerkmal biomimetischer Membransysteme

Fir viele membrangebundene physiologische Prozesse stellt die Integritit der

Lipidmembran ein entscheidendes Kriterium dar (siche Kapitel 1.1). Die Anforderungen,
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die natiirliche Lipidmembranen erfilllen miissen, werden auch an die
Lipidmodellmembranen gestellt. Die Integritit, aber auch der Aufbau von
Modellmembranen kann iiber ihr elektrochemisches Verhalten (Kapazitit und Widerstand)

gepriift werden.

A) Kapazitiit

Der Architekturaufbau von Modellmembranen kann anhand der Kapazitét verfolgt werden.

-
w

YVesikelspreitung

Abb. 4.31: Anderung der Schichtdicke d wihrend des Bilayer-Aufbaus, z. B. durch
Vesikelspreitung. A = Elektrodenfliche.

Wiihrend des schrittweise erfolgenden Aufbaus solcher Systeme dndert sich die Dicke der
auf die Elektrode aufgebrachten Schichten (Abb. 4.31). Aus GI. 4-1 wird ersichtlich, dass
durch die Zunahme der Schichtdicke wihrend des Architekturaufbaus die Kapazitit des
Systems abnimmt (sieche hierzu auch Tabelle 4-1). Fiir eine Lipidmonoschicht mit einer
Dicke d von 25 A und einer Dielektrizititskonstante ep von 225 [77] betragt die
theoretische Kapazitit 0,8 pF/cm”. Durch die Komplettierung dieser Schicht zu einer
Lipiddoppelschicht mit einer Schichtdicke von 50 A, wobei die Dielektrizititskonstante ep
und die Fliche A konstant bleiben, verringert sich die theoretische Kapazitit auf 0,4
pF/ch. Es wird hier eine 100 % defektfreie Schicht angenommen. Diese Werte, bzw. die
Werte, die fiir natiirliche Membranen [10] und fiir BLM’s [158], [159] gefunden wurden,

gelten als Richtwerte fiir die Entwicklung von Modellmembranen.
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Neben der Dicke hat auch der Bedeckungsgrad @ einen groBen Einfluss auf die Qualitit
der Membran (Abb. 4.32).

Abb. 4.32; Defekt in Lipiddoppelmembran. @ = Bedeckungsgrad, A = Fliache, d = Dicke.

Durch die Bindung von Molekiilen (z.B. Lipide) an die Elektrode verédndert sich der
Bedeckungsgrad und damit auch die Impedanz, bzw. die Kapazitiat der Gouy-Chapman-
Stern Schicht (elektrische Doppelschicht, Cges). Unter Verwendung von GI. 4-33 kann der
Bedeckungsgrad, bzw. die effektive Membrankapazitit Crz bestimmt werden (Cgy g ist die
Membrankapazitit bei einem Bedeckungsgrad der Elektrode von 100%), wodurch der
Einfluss von Defekten auf die Kapazitit der Membran abgeschitzt werden kann (siehe

Tabelle 4-1) [29,67,77,162].

CLB. =0- C(O)LB + (] - @)'CGCS Gl 4-33
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Bedechuugsgrad %[ eff. Membrankapazitat €| [puFiom?] [Kapazitai C,. (pFrowm?]] Defekie %
d=2,5nm d=5,0 nm
100 0,80 0,40 0,00 0
Lelp = I Ef LI E il i ]
99,0 049l 1,32 a,12 .4
k4 naT .54 i, |4 [N
i S (1.4 .24 LU
o0 1,09 LUNEL 0,3 1
Wi | .55 019y LU 2
97 1,67 1,29 0,90 3
Wiy [ 1,58 1,20 1
23 1.I6 1.BH 1My 3
94 2,55 2,17 1,80 6
Gl T R4 3 47 1] ?
91 U .77 I 4 ]
o 1,43 3,046 2.7 i
Wi 1, TE A4 LRI i
&5 508 4, H4 4,510 5
il i h it L Il
75 8,10 7,80 7,50 25
T B85 Q.18 L K
[ah 11,02 10,7 10,50 33
60 12,48 12,24 12,00 40
n1l} 15 440 [ b= 0 nll}
40 14,32 L&, 16 1,00 an
30 21,24 21,12 21,00 70
M rEWL 14,008 14,0000 &0
0 27,08 17.04 17,00 o0
0 30,00 30,00 30,00 100

Tab. 4-1: Einfluss des Bedeckungsgrades, bzw. der Defekte, auf die Gesamtkapazitit von
Lipidfilmen (d = 2,5 nm der Monolage und d = 5,0 nm Doppelschichte).

Betrachtet man die Werte aus Tabelle 4-1, ist zu erkennen, dass schon geringe Defektraten
einen immensen Einfluss auf die Kapazitit der Membran haben. Die Membrankapazitit
wird bei einem Bedeckungsgrad < 0,97 von der Kapazitit der Defekte (Cgcs) bestimmt

[29]. Die Kapazitidt der Membran und der Defekte sind parallel zu einander angeordnet.

B) Widerstand

Wie die Kapazitit, ist auch der Widerstand ein wichtiges Qualititsmerkmal, da von der
Membran gefordert wird, Ladungsgradienten iiber die Membran aufrecht zu erhalten. Ein

hoher Widerstand bedeutet hohe elektrische Isolierung.
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Durch den schrittweise erfolgenden Aufbau der Lipidmembran werden nacheinander
isolierende Lipidschichten aufgebracht. Der Widerstand des Gesamtsystems erhoht sich

also durch Komplettierung der Lipidmonolage zur Lipiddoppellage.

Da aber der Widerstand der perfekt dichten Membran sehr viel groBer ist als der
Widerstand etwaiger Defekte, wird der gemessene Gesamtwiderstand R von der Defektrate
(1-0©) bestimmt (Gl. 4-34) [67]. Der Widerstand des Gesamtsystems ist umso kleiner, je

defektreicher die Membran ist.

R= Gl. 4-34

Schon sehr kleine Defektraten konnen eine erhebliche Erniedrigung des Widerstandes einer
Membran bewirken. Eine hohe Rauigkeit der Elektrodenoberfliche begiinstigt die
Ausprigung von Defekten (Abb. 4.33) und erschwert so den Aufbau von

Modellmembranen mit niedrigen Kapazititen und hohen Widerstianden.

R S
@Wﬁ Ioviintsiitons

—==— 4

Glas

Abb. 4.33: Einfluss der Rauvigkeit der Elektrode auf die Defektrate (Pfeile). Die Lipidmolekiile sind
hier aus sterischen Griinden nicht in der Lage, einen geschlossenen Film auszubilden.
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4.2 Oberflachenplasmonenspektroskopie (SPS)

Unter Zuhilfenahme der Oberflichenplasmonenspektroskopie (Surface Plasmon
Spectroscopy, SPS) konnen die Dicken ultradiinner dielektrischer Schichten in Luft oder
Fliissigkeiten bestimmt werden [163], [164]. FEine Kontrolle des angestrebten
Architekturaufbaus ist mit dieser Methode moglich, da der schrittweise erfolgende Aufbau
eines Systems beobachtet werden kann. Ein weiterer Vorteil stellt die in Echtzeit
erfolgende zeitaufgeloste Messung von Adsorptionsprozessen an Oberflachen dar.

In der vorliegenden Arbeit wird diese MeBmethode iiberwiegend zur Kontrolle des
erfolgenden Architekturaufbaus iiber die Schichtdicke genutzt, sowie zur Bestimmung des

zeitlichen Verlaufs des erfolgenden Aufbaus.

4.2.1 Grundlagen der Oberflichenplasmonenspektroskopie (SPS)

Durchschreitet ein Lichtstrahl die Grenzfliche zweier Medien unterschiedlicher
Brechungsindizes n; und n,, so wird ein Teil des Strahls an der Grenzfliche gebrochen, der
andere Teil reflektiert. Fiir den reflektierten Strahl gilt das Reflektionsgesetz, das besagt,
dass der Einfallswinkel &,;, des eingestrahlten Lichts gleich dem Reflexionswinkel @, des

ausfallenden Strahls ist.

Die Winkelverhiltnisse fiir den transmittierten Strahl ergeben sich aus dem Snellius’schen

Brechungsgesetz (Gl. 4-35).

. n ,
sin®, =-—L.sin@, Gl. 4-35

trans
n,

Hierbei wird wie in Abb. 4.34 gezeigt, ein Lichtstrahl, der von einem optisch dichteren
Medium (n;) in ein optisch weniger dichtes Medium (n;) fallt, vom Lot weg gebrochen.

Der Brechungswinkel Oy,,s des transmittierten Strahls ist in diesem Fall grofer als der
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Einfallswinkel ©,;, des eingestrahlten Lichts. Mit zunehmendem Einfallswinkel @,;, steigt
auch der Brechungswinkel ©,,;. Bei einem bestimmten Einfallswinkel, der als
Grenzwinkel der Totalreflexion ©. bezeichnet wird, erreicht der Brechungswinkel 90°

(Abb. 4.34).

Abb. 4.34: Schematische Darstellung des Strahlengangs durch zwei Medien unterschiedlicher
Brechungsindizes (n; > n;) bei unterschiedlichen Einfallswinkeln @,;,. Der einfallende Strahl wird
an der Grenzfliche der beiden Medien teilweise reflektiert und gebrochen (links). Bei Erreichen
eines bestimmten Einfallswinkels @, (Grenzwinkel der Totalreflexion) betrigt der Winkel ©,,,,, des
transmittierten Strahls 90° (rechts). Wird der Einfallswinkel grofer als der Grenzwinkels der
Totalreflexion (0., > @,.), so tritt Totalreflexion auf.

Oberhalb dieses Winkels erfolgt keine Brechung des Strahls, d. h. der Lichtstahl wird
komplett reflektiert. Der Grenzwinkel der Totalreflexion &, kann mit Hilfe des

Snellius’schen Brechungsgesetzes fiir unterschiedliche Medien berechnet werden (Gl. 4-
36).

. n
®. = arcsin —= Gl 4-36
n,

Wiirde man die Lichtintensitét iiber den gesamten oben beschriebenen Prozess messen, so
wiirde sich der in Abb. 4.35 gezeigte Verlauf der Reflektion ergeben, wobei fiir Winkel
groBer O, die Reflektivitit R = I,.¢1,;, = 1 angegeben werden kann.
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Abb. 4.35: Schematische Darstellung des Strahlengangs durch ein Glasprisma. Der Strahl wird an
der Grenzfliche Glas (n;)/Dielektrikum (n,, z. B. Luft) reflektiert, bzw. gebrochen, wobei sich fiir
den reflektierten Strahl in Abhingigkeit des Einfallswinkels @, die gezeigte berechnete
Intensitétskurve fiir p- und s- polarisiertes Licht darstellen 1isst.

Am Grenzwinkel der Totalreflektion &. nimmt der transmittierte Strahl die Form einer
Oberflachenwelle an, welche sich entlang der Grenzflichen fortbewegt (Abb. 4.35). Dabei
nimmt die Feldintensitit und die Amplitude einer solchen evaneszenten Welle sowohl in
Ausbreitungsrichtung (x-Richtung) als auch senkrecht zur Grenzfliche (z-Richtung)
exponentiell ab (evaneszentes Feld, Abb. 4.35). Die z-Komponente dieses elektrischen

Feldes dringt dabei gemil Gl. 4-37 in das optisch diinnere Medium ein.

E(z)=E=E, e " Gl. 4-37

Die Eindringtiefe d,, bei der die Amplitude des evaneszenten Feldes im optisch diinneren

Medium auf den e-ten Teil abgeklungen ist, kann mittels Gl. 4-38 berechnet werden.

1

A n, _5 :
d,= Py sin’ @, , wobei®, >0, Gl. 4-38

Die Eindringtiefe d, liegt in der GroBenordnung der Wellenlinge A des eingestrahlten

Lichts. Die daraus resultierende Feldstirke an der Grenzfliche fithrt zu starken
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Wechselwirkungen mit der unmittelbaren Umgebung der Grenzfliche. Anderungen der
optischen Eigenschaften innerhalb der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes fiihren zu
Anderungen der Intensitit des reflektierten Lichts. Unter ATR-Methode (attenuated total

reflection) fasst man alle auf diesem Prinzip basierenden Messverfahren zusammen.

4.2.2 Oberflichenplasmonen

Oberflachenplasmonen (plasmon surface polarisations, PSP) stellen Kkollektive
Oszillationen des quasi-freien FElektronengases eines Metalls dar, die entlang der
Grenzfliche Metall/Dielektrikum propagieren. Diese Oszillationen bzw.
Oberflichenwellen konnen durch das Einkoppeln von Licht unter bestimmten
experimentellen Bedingungen angeregt werden.

Auch an der Grenzfliche Metall/Dielektrikum kommt es, wie unter Kapitel 4.2.1
beschrieben, zur Reflektion und Transmission eines Lichtstrahls. Unter bestimmten
Bedingungen, die nachfolgend erldutert werden, kann es zur resonanten Anregung von
Oberflachenplasmonen durch die Photonen des eingestrahlten Lichts kommen. Die
Oberflachenplasmonen weisen ebenfalls ein evaneszentes Feld auf, das sowohl in
Ausbreitungsrichtung (x) als auch in z-Richtung der elektromagnetischen Welle in beide

Medien exponentiell abfillt (Abb. 4.36).

: i b . — :

Abb. 4.36: Abfall der Feldintensitit an der Grenzfliche Metall/Dielektrikum
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Das Plasmon erfihrt also eine Ddmpfung in Ausbreitungsrichtung (innere Dampfung). Dies
geschieht, da die Dielektrizititskonstante von Metallen (ey = &’y + i’ y) fiir optische
Frequenzen infolge ohmscher Verluste einen imagindren Anteil (ie’’3) besitzen und der
Wellenvektor k dadurch komplex wird. Die Propagationslinge L, des Plasmons entlang x
ist abhiéingig von dem Imaginiranteil und wird umso kiirzer, je grofer der Imaginédranteil
wird. Sie ldsst sich mit Gl. 4-39 berechnen, wobei ¢p die Dielektrizititskonstante des
Dielektrikums ist und in der Regel keinen imaginidren Anteil aufweist, es sei denn, das
Dielektrikum hitte absorbierende Eigenschaften. Die Propagationslidnge ist entscheidend

fiir die laterale Auflosung.

;o1 _ 4 e e, +e,)

= m Gl. 4-39
2k 2nm £, €

Zur Anregung kann nur p-polarisiertes Licht verwendet werden, da der Feldvektor des s-
polarisierten Lichts keine Komponente senkrecht zur Oberflache besitzt.

Die resonante Anregung der Plasmonen durch monochromatisches, p-polarisiertes Licht
erfolgt nur, wenn die beiden Wellen des Oberflichenplasmons und der Lichtwelle in ihrer
Energie (E = hv) und ihrem Impuls (p = h/4) tibereinstimmen. Durch den Vergleiche der
Dispersionsrelation des Oberflichenplasmons (Gl. 4-40) und von Licht (Gl. 4-41) an der
Grenzfliche Metall/Dielektrikum wird ersichtlich, dass es an glatten Metallfilmen, bei allen
Frequenzen zu keiner Anregung eines Oberflichenplasmons an der Grenzfliche
Metall/Luft kommen kann, da der Lichtwellenvektor k,p in Luft kleiner ist, als der

Wellenvektor k&, psp des Plasmons (Abb. 4.37).

o [ ee
kypsp =— | —L— Gl. 4-40
c \&, +&,

[

k

x,D =

'
2 .sin@,, GL 4-41
C
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Ielekirikum
{Luft)

Abb. 4.37: Der Wellenvektor k., in Ausbreitungsrichtiung x ist zu klein, um ein Oberfldchen-
plasmon anregen zu konnen. Er mufl dem Wellenvektor des Oberflichenplasmons (k, psp) angepasst
werden, damit es zur resonanten Anregung eines Oberflichenplasmons kommen kann.

Daraus resultiert wie in Abb. 4.38 gezeigt, dass die Dispersionslinie des Photons in Luft

keinen Schnittpunkt mit der Dispersionskurve des Oberflichenplasmons aufweist (a).

(a) (©) (b)
W A /%FE
v
-~ d
S o "
pLp -
| | & II":--:

Abb. 4.38: Die Dispersionslinie eines Photons in Luft besitzt bei allen Frequenzen keinen
gemeinsamen Schnittpunkt mit der Dispersionskurve des Oberflichenplasmons (a). Erst durch
Erhohung der Dielektrizititskonstante ¢p des Dielektrikums, z. B. durch Verwendung von Glas,
kommt es zu einem gemeinsamen Schnittpunkt (b). Jedoch liegt der Schnittpunkt noch nicht
zusammen mit der verwendeten Frequenz des eingestrahiten Lichts (w;). Durch Variation des
Einfallswinkels ©,; liegt der Schnittpunkt auf der Lichtfrequenz (¢) und es kommt zu einer
resonanten Anregung des Oberflichenplasmons.
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Der Wellenvektor des Photons muss in Ausbreitungsrichtung angepasst werden. Um aber
bei konstanter Laserfrequenz w; ein Oberflachenplasmon anregen zu konnen, muss der
Impuls des Photons erhoht werden. Dies kann durch Erh6hung der Dielektrizitdtskonstante
¢p, d. h. durch Verwendung eines hoheren Brechungsindex »; des Dielektrikums, erfolgen.
Eine Moglichkeit stellt hier die Prismenkopplung (Abb. 4.39) in Otto- [165] (a) oder
Kretschmann-Konfiguration [166] (b) dar. Eine weitere Moglichkeit der Angleichung der
Wellenvektoren kann durch Gitterkopplung (Abb. 4.39) erfolgen (als weiterfithrende
Literatur sieche auch [167].
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Abb. 4.39: Anregung von Oberflichenplasmonen durch unterschiedliche experimentelle
Anordnungen. Bei der Otfo-Konfiguration (a) befindet sich ein Luftspalt zwischen Prisma und
Metallschicht. Der direkte Kontakt zwischen Prisma und Metallfilm fithrt zur Kretschmann-
Konfiguration (b). Die Anpassung des Wellenvektors k.p, an den Vektor des
Oberfldchenplasmons kann auch durch Gitterkopplung (c), d. h. die Oberfliche des Metallfilms ist
periodisch strukturiert, erfolgen. Hierbei erfolgt eine Erhhung des Photonen-Lateralimpulses um
ein Vielfaches des reziproken Gittervektors, umso dem Wellenvektor zu entsprechen.
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Die Dispersionslinie des Photons schneidet die Dispersionskurve des Plasmons (Abb. 4.38,
b), jedoch liegt der Schnittpunkt nicht auf der Frequenz des verwendeten (Laser-)Lichts.
Wie aus Gl. 4-41 ersichtlich, ist der Wellenvektor k,p nunmehr nur noch vom
Einfallswinkel &,;, abhingig, der oberhalb des Grenzwinkels der Totalreflektion @, liegt.
Der Wellenvektor k,p kann durch Veridnderung des Einfallswinkels des eingestrahlten
Lichts dem Wellenvektor k, psp des Oberflichenplasmons angepasst werden (Abb. 4.39).
An dem Winkel, an dem k,p = k,psp ist, kommt es zur resonanten Anregung des
Oberflachenplasmons. Aufgrund der Energiedissipation durch das Oberflichenplasmon,
zeigt die Reflexionskurve des zur Anregung verwendeten Lichtes bei maximaler Resonanz

am Winkel &y ein Minimum (Abb. 4.40).

Reflektivitit R [%]

|
|

Einfallswinkel 0 [°]

D
D == =

Abb. 4.40: Reflexionskurve des zur Plasmonenanregung verwendeten Lichts in Abhéngigkeit vom
duBeren Finfallswinkel (Kretschmann-Konfiguration am Prisma/Gold/Luft-System). Die Intensitét
des reflektierten Strahls nimmt zunichst zu, bis sie bei @, ihr Maximum erreicht, Mit
zunehmendem Einfallswinkel kommt es schlieBlich bei einem bestimmten Winkel &, zur
Resonanz und die Intensitit des reflektierten Lichts fallt auf ein Minimum ab.

Dieser Resonanzwinkel kann mittels Gl. 4-42 berechnet werden, wobei fiir das Verhiltnis
von Brechungsindex (n) zur Dielektrizititskonstante (¢) die Gleichung (n+ik)2 =¢ + ic =¢

gilt.
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E,E
O, = arcsin M_D
0 \/(€M re))e Gl 4-42

Prisma

Die Breite der Reflexionskurve wird von der inneren Dampfung beeinflusst, d. h. je grofler
der imagindre Anteil der Dielektrizititskonstanten des Metalls ist, umso breiter wird die

Reflexionskurve.

4.2.2.1 Otto-Konfiguration

In der Otto-Konfiguration [165] (Abb. 4.39 (a)) hat das evaneszente Feld des eingestrahlten
Lichts einen mit einem Dielektrikum gefiillten Spalt zwischen Prisma und Metall zu
iiberbriicken, um dann ein Oberfldchenplasmon an der Grenzfliche Dielektrikum/Metall
anregen zu konnen. Der Spalt muss dabei in der GroB3enordnung des evaneszenten Feldes
in z-Richtung sein, da das evaneszente Feld sonst nicht die Metalloberfliche erreichen
wiirde. Das Dielektrikum ist zumeist Luft, kann aber auch eine andere Materie sein, die
jedoch eine geringere optische Dichte als das verwendete Prisma aufweisen muss. Der

Nachteil der Otto-Konfiguration besteht in dem schwer einzustellenden Luftspalt.

4.2.2.2 Kretschmann-Konfiguration

Durch Aufdampfen einer diinnen Metallschicht auf die Prismenbasis wird die
Kretschmann-Konfiguration realisiert [166] (Abb. 4.39 (b)). Es erfolgt eine Anregung eines
Plasmons an beiden Seiten des Metallfilms, wobei fiir die analytische Anwendung nur das
Plasmon an der Grenzfliche Metall/Dielektrikum eine Rolle spielt, da dieses sensitiver fiir
die Anderungen der Dielektrizititskonstante an der Grenzfliche ist. Dadurch ist auch die
Dicke des Metallfilms limitiert. Bei zu dicken Metallfilmen erfolgt eine Dampfung des an
der Grenzfliche Prisma/Metall erzeugten evaneszenten Feldes, so dass dieses Feld nicht

mehr in der Lage ist, das fiir die Analytik erforderliche Plasmon an der Grenzfliche
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Metall/Dielektrikum anzuregen. Der Metallfilm muss eine optimale Dicke zur effizienten
Anregung des Oberfldchenplasmons aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich die Kretschmann-Konfiguration benutzt.
Als Metall wurde Gold verwendet, da es verglichen mit Silber, oxidationsunempfindlich

ist.

4.2.3 Einfluss diinner dielektrischer Schichten auf die Anregung des

Oberflichenplasmons

Durch das Aufbringen einer diinnen dielektrischen Grenzschicht auf die Metalloberfliche
durch Physi- oder Chemisorption éndert sich die Dielektrizititskonstante (¢p) an der
Grenzschicht und damit auch die Dispersionsrelation des Oberflichenplasmons. Die daraus
resultierende Impulsinderung des Oberflichenplasmons bedingt eine Verschiebung des
Resonanzwinkels. Die Groflenordnung der Verschiebung des Resonanzwinkels (460, Gl. 4-
43) ist dabei proportional zu der Anderung des Brechungsindexes (4n) und der Filmdicke
(Gl. 4-44). Dies gilt fiir Schichtdicken bis ca. 5.

40=0,-6, Gl. 4-43
A@ o< (N Film ~ N Dielektrikum ) ’ d Gl. 4-44

In GI. 4-45 wird der Zusammenhang zwischen der komplexen Dielektrizititskonstante ¢

und dem komplexen Brechungsindex N verdeutlicht.

e=N’=(n+ik) =n’+2ikn—-k’ =€ +ie’ Gl 4-45
Wobei ¢ = komplexe Dielektrizititskonstante
¢’ = Realteil der Dielektrizititskonstante (e’ = n? - k?)
¢’’ = Imaginirteil der Dielektrizitdtskonstante (¢’" = 2kn)
k = Imaginirteil des Brechungsindexes (entspricht der Absorption)

N = komplexer Brechungsindex
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n = Realteil des Brechungsindexes

Besteht der aufgebrachte Film aus einem nichtabsorbierenden Material, so besitzen der
Brechungsindex und die Dielektrizititskonstante keinen imagindren Anteil. fiir die

Dielektrizititskonstante ¢ gilt dann &’ = n2.

Das Aufbringen einer dielektrischen Schicht mit z. B. einem hdheren Brechungsindex
bedingt dann eine Vergroflerung des gesamten, von dem evaneszenten Feld des Plasmons

gesehenen Brechungsindexes.

Reflektivitiit R [ %]

I

|
| I 0
0 0 0

[ 0 1

Einfallswinkel 6 [°]

Abb. 4.41: Reflexionskurve vor (—) und nach (- - -) Aufbringen eines diinnen dielektrischen Films
auf die Goldoberflidche mit einem Brechungsindex n; > ny.

Hieraus resultiert eine Verschiebung des Resonanzwinkels zu groferen Winkeln (Abb.
4.41). Eine Verkleinerung des Brechungsindexes wiirde dementsprechend eine

Verschiebung zu kleineren Winkeln bedeuten.

Die in Gl. 4-44 gezeigte Proportionalitit stellt den zentralen Punkt der
Oberflachenplasmonenspektroskopie (Surface Plasmon Spectroscopy, SPS) dar. Diese
Proportionalitit wird fiir die Bestimmung der Schichtdicke oder des Brechungsindex eines

absorbierten Films ausgenutzt. Unter zu Hilfenahme der Fresnel-Gleichung kann aus der
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Winkelverschiebung 4@ die Schichtdicke d bestimmt werden. Hierfiir muss aber der
Brechungsindex des aufgebrachten Materials bekannt sein, da laut Gl. 4-44 unendlich viele
Kombinationen aus Filmdicke und Brechungsindex fiir den experimentell bestimmten
Resonanzwinkel existieren. Hierin ist auch die Leistungsfihigkeit diese Methode

beschrinkt.

Neben der Aufzeichnung der Reflexionskurve in Abhingigkeit des Einfallswinkels (Abb.
441) und die daraus erfolgende Bestimmung der Dickenidnderung, kann auch die
Anderung des Resonanzwinkels zeitaufgelost verfolgt werden. Die daraus resultierende
Kinetikkurve (Abb. 4.42) gibt Aufschluss iiber die Geschwindigkeit mit der bestimmte

Prozesse, z. B. Adsorptionsvorgéinge, an der Grenzfliche Metall/Dielektrikum ablaufen.
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Abb. 4.42: Reflexionskurve und dazu gehorige Kinetikkurve. Es kann die zeitliche Anderung der
Reflektivitiat (4R) bei festem Winkel oder die zeitliche Anderung des Resonanzwinkels (4©)
beobachtet werden.

Bei der Kinetikmessung lassen sich zwei Methoden der Kinetikverfolgung unterscheiden:

A) Verfolgung der Intensititsdnderung des reflektierten Lichts bei einem konstanten
Einfallswinkel in der linear abfallenden Flanke der Reflexionskurve. Finen Nachteil
stellen hier etwaige Anderungen in der Breite der Reflexionskurve dar, die dann

eine falsche Interpretation beziiglich der Schichtdickenéinderung zulassen.
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B) Durch Verfolgung der zeitlichen Anderung des Resonanzminimums. Diese
Methode ist unempfindlicher gegeniiber Anderungen in der Breite der

Reflexionskurve.

Unter der Annahme einer idealen Oberflidche sind die beiden oben genannten Methoden

gleichwertig.

Die Durchfithrung der Oberflichenplasmonenspektroskopie erfolgte an im Max Planck-
Institut fiir Polymerforschung entwickelten und dort aufgebauten Apparaturen (siche
Kapitel 6). Die ebenfalls im Max Planck-Institut fiir Polymerforschung entwickelte
dazugehorige Steuer- und Mess-Software WasPlas [168] und die Auswertungs-Software

WinSpall [169] wurde fiir die Durchfithrung der Messungen und Auswertungen verwendet.

4.3 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Durch Strukturuntersuchungen mittels der Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force
Microscopy, AFM) konnen direkte Abbildungen von Oberflichenstrukturen in atomarer,
bzw. molekularer Dimension erreicht werden [170-172]. Dabei ist es moglich Nichtleiter
und leitfahige Materialien in unterschiedlichster Umgebung (Vakuum, Luft oder
Fliissigkeiten) zu untersuchen [172]. Die Moglichkeit, auch in Fliissigkeiten messen zu
konnen, macht die Rasterkraftmikroskopie zu einem unerlidsslichen Werkzeug fiir die
Untersuchung biologischer Materialien.

Neben der Abbildung von Oberflichenstrukturen und Topographien, konnen auch die
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Oberflichen und/oder Molekillen gemessen
werden [173-175]. Zumeist finden hier funktionalisierte AFM-Spitzen Anwendung [173-
175]. Uber die Messung der Wechselwirkungen konnen so Informationen z. B. iiber
biologische Prozesse wie Zell-Zell-Interaktionen, Protein-Membraninteraktionen oder den

Aufbau biologischer Membranen gewonnen werden.
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4.3.1 Grundlagen der Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Rasterkraftmikroskopie misst extrem kleine Krifte, die an der Oberfliche eines jeden
Materials auftreten. Hierzu wird eine sehr feine Spitze (engl. tip) (Abb. 4.43, [176]) aus Si,
Si0, oder Si3Ny4 in x- und y-Richtung mittels eines Piezoelements iiber die Oberfliche der
zu untersuchenden Probe gefiihrt (es kann auch die Probe bewegt werden), wodurch es zu
einer Abtastung der Oberfliche kommt. Der Kontaktradius der Spitze betragt
normalerweise nur wenige nm bis 100 nm. Durch Anziehungs- oder AbstoBungskrifte
[171], die zwischen der AFM-Spitze und der Probenoberfliche auftreten, erfolgt eine
Auslenkung der Spitze in z-Richtung. Die Krifte, die hierbei auftreten, sind u. a. Van-der-
Waals-Krifte, elektrostatische = Wechselwirkungen,  spezifische  intermolekulare

Wechselwirkungen und sterisch bedingte AbstoBungskrifte.

Abb. 4.43: AFM-Spitze aus einem Si-Einkristall: Die eigentliche AFM-Spitze (Bild unten rechts
und Mitte) wird von einer mikroskopischen Blattfeder (Cantilever) getragen (Bild oben). Der
Cantilever ist wiederum an einem sogenannten AFM-Chip angebracht, der der Anbringung am
Messinstrument dient (Bild unten links). Bild: Nanoscience Instruments, Inc.

Die Ablenkung der AFM-Spitze biegt dabei den Cantilever. Dieser Vorgang wird mit
einem auf das freie Ende des Cantilevers fokussierten Laserstrahles detektiert (Abb. 4.44).
Durch die Bewegung des Cantilevers erfolgt eine Ablenkung des reflektierten Laserstrahls,
d. h. der Reflexionswinkel o dndert sich. Eine zwei- oder viergeteilte Photodiode misst
dabei die Abweichungen des Reflexionswinkels, indem der reflektierte Laserstrahl auf der

Photodiode durch die Bewegung der AFM-Spitze und somit des Cantilevers wandert. Die
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auftretenden Krifte F werden hier nicht direkt bestimmt, sondern kOnnen unter zur

Hilfenahme des Hook’schen Gesetzes (Gl. 4-46) berechnet werde.

F=—k-z Gl. 4-46

Der Cantilever verhilt sich dabei wie eine Blattfeder, die eine bestimmte Federkonstante &
besitzt. Die Ablenkung in z-Richtung kann durch die Verdnderung des Reflexionswinkels
bestimmt werden. Dadurch ist es moglich, eine Oberflachentopographie von der Probe zu

erstellen.

r ..J—'_\
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Abb. 4.44: Prinzip AFM. Die AFM-Spitze wird iiber die Probe gefiihrt (entweder wird die Probe
mittels Piezoelement in x- und y-Richtung bewegt oder die AFM-Spitze). Die Ablenkung, die die
Spitze erfihrt, wird mittels eines auf den Cantilever fokussierten Laserstrahls detektiert.

Die Auflosung der Oberflichentopographie ist besonders von der Messmethode und der

Feinheit der Spitze abhiingig (Abb. 4.45).

Abb. 4.45: Die sehr feine AFM-Spitze ist in der Lage auch sehr feine Oberflichenstrukturen zu
erkennen, wo hingegen die stumpfe AFM-Spitze wegen ihres erhdhten Kontaktradius, nur grobere
Strukturen erkennen kann.
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4.3.2 Messmethode

Fiir die Untersuchung unterschiedlicher Probenmaterialien (weiches oder hartes Material)
muss nicht nur eine griindliche Auswahl der AFM-Spitzen (Material, Kontaktradius) und
Cantilever (bzgl. Federkonstante) und der duleren Parameter wie z. B. die Geschwindigkeit
der Messung (Scanrate) und der angewendeten Kriften (Anpresskraft der AFM-Spitze)
erfolgen, auch das Messverfahren muss griindlich ausgewihlt werden. Durch Auswahl der
falschen Messparameter oder des falschen Messverfahrens kann die Oberfliche der Probe
zerstort werden. Auch kann die AFM-Spitze in das Probenmaterial eindringen, so dass
keine Messung an der Oberfliche mehr stattfinden. Es kommt dann zu Messung von

Artefakten.

4.3.2.1 Kontakt-Modus (engl. contact mode)

Dieser Mess-Modus beinhaltet, dass die AFM-Spitze in permanenten Kontakt mit der zu
untersuchenden Oberfliche steht. Die Krifte, die zwischen der Probenoberfliche und der
AFM-Spitze auftreten, fithren zur Auslenkung (engl. deflection) der AFM-Spitze, bzw. des
Cantilevers in z-Richtung. In diesem Fall fiihrt also die Auslenkung der AFM-Spitze zum
Mess-Signal, bzw. zur Oberflichentopographie. Diese Variante des Kontakt-Modus
(contact mode) wird auch als variable-deflection mode bezeichnet. Eine hiufig genutzte
Variante des Kontakt-Modus stellt die Messung bei konstant gehaltenen Kriften (constant
Jorce mode) zwischen AFM-Spitze und Probe dar und wurde auch in dieser Arbeit
verwendet. Uber einen Riickkopplungsmechanismus wird mittels z-Piezo die Auflagekraft
der AFM-Spitze konstant gehalten. Die AFM-Spitze wird also so justiert, dass die
Auslenkung des Cantilevers immer konstant ist. Die Information {iber die
Oberflachentopographie kommt hier von dem Steuersignal fiir den z-Piezo.

Der Kontakt-Modus liefert im Allgemeinen sehr hohe Auflésungen. Er eignet sich aber
wegen der hohen lateralen Scherkrifte oft weniger zur Untersuchung von weichen
Materialien. Zu leicht kann die AFM-Spitze das zu untersuchende Material penetrieren,

bzw. zerstoren.
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4.3.2.2 Kontaktfreier Modus (engl. non-contact mode)

Ein oszillierender, relativ unflexibler Cantilever wird bei dieser Methode iiber die
Probenoberfliche gefiihrt, wobei die AFM-Spitze die Probenoberfliche nicht beriihrt. Die
AFM-Spitze befindet sich zwar in einem bestimmten Abstand von 2-20 nm [103] zur
Probenoberfliche, aber immer noch in einem Bereich, wo Anziehungskrifte (Van-der-
Waals-Krifte) auftreten. Die hier auftretenden Krifte zwischen AFM-Spitze und Probe
sind sehr klein und liegen in der GroBenordnung von pN. Die Schwingungsamplitude eines
mit einer Eigenfrequenz wo zur Oszillation angeregten Cantilevers ergibt sich aus der
Federkonstante des Cantilevers und der Anregungsenergie der Biegefeder. Wird die Spitze
nun der Oberfliche in dem oben beschriebenen Bereich gendhert, so wird die
Eigenfrequenz o, des Cantilevers von dem Van-der-Waals-Potential iiberlagert. Dies fiihrt
zu einer Erniedrigung der Resonanzfrequenz 60w = ® — wy. Die Amplitude der Schwingung
bei my nimmt ebenfalls ab. Die Schwingungsamplitude des Cantilevers stellt somit ein Mal}
fiir den Abstand der AFM-Spitze zur Oberfliche dar. Die Messung der Amplitude erfolgt
ebenfalls iiber die Anderung des Reflexionswinkels des Laserstrahls. Uber einen
Regelkreis (Feed-back loop) wird ein konstanter Abstand der AFM-Spitze zur Oberfléche
eingestellt. Wegen des relativ groBen Abstands der AFM-Spitze zur Probenoberfldche ist
die Auflosung geringer als in anderen Modi. Die Methode eignet sich jedoch besser zur

Untersuchung von sehr weichen Proben.

4.3.2.3 Periodischer Kontakt-Modus (engl. intermittent-contact mode, tapping mode)

Diese Methode verbindet die Vorteile der beiden oben genannten Messmethoden. Wie in
der kontaktfreien Messmethode wird hier ein oszillierender, sehr steifer Cantilever
verwendet, da sonst die AFM-Spitze die Adhisionskrifte, die z. B. durch einen
adsorbierten Wasserfilm auf der Probe verursacht sein konnen, nicht iiberwinden kann.
Dieser wird aber, anders wie bei der kontaktfreien Methode, sehr nahe an die
Probenoberfliche herangefiihrt, so dass die AFM-Spitze periodisch die Oberfliche beriihrt,
bzw. abklopft. Die Oszillation der Spitze reicht hier bis in den oberflichennahen Bereich,

indem auch AbstoBungskrifte auftreten. Das Messprinzip entspricht der kontaktfreien
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Methode. Die Oberflichentopographie wird durch eine Messung bei einer konstanten
Amplitude (constant amplitude scan) von dem Steuersignal fiir den z-Piezo abgeleitet.

Vorteil dieser Methode ist die verbesserte Auflosung im Vergleich zur kontaktfreien
Methode. Sie ist aufgrund praktisch vollstindig abwesender lateraler Krifte weniger oder
gar nicht destruktiv und eignet sich daher im Gegensatz zum Kontakt-Modus besser zur
Untersuchung von weichen Proben und schlecht an der Oberfliche des Probentrigers

haftenden Materials.

4.3.2.4 Aufzeichnung der Phase (engl. Phase Imaging)

Diese Methode kann simultan mit der tapping mode Technik angewendet werden, wobei
ein oszillierender Cantilever iiber die Probe gefiihrt wird. Durch Wechselwirkungen
zwischen AFM-Spitze und Oberflache kann es hierbei nicht nur zu einer Verdnderung der
Amplitude (siche oben) kommen, sondern die Amplitude kann in ihrer Phase verschoben
sein (z. B. durch Adhidsion oder (Visko-) Elastizitit). Die entsprechende
Phasenverschiebung wird im phase imaging gemessen. Die Phasenverschiebung kann mit
spezifischen Materialeigenschaften, die die Wechselwirkungen zwischen Probe und AFM-
Spitze beeinflussen, in Korrelation gesetzt werden. Dadurch konnen auf der
Probenoberfliche Gebiete mit unterschiedlichen Materialeigenschaften detektiert werden.
Da diese Methode simultan mit der tapping mode Technik angewendet werden kann, wird

auch die Oberfliachentopographie bestimmit.

4.3.2.4 Bestimmung der relativen Oberflichenbelegung mittels Bildanalyse

Die oben genannten Messmethoden konnen auch zur Auswertung des relativen
Oberflachenanteils verschiedener Molekiilspezies zueinander verwendet werden, sofern
sich die unterschiedlichen Molekiilspezies in ihrer HOhe oder in ihren
Materialeigenschaften unterscheiden. Die Darstellung der Oberflachentopographie erfolgt
in einer Farbcodierung, wobei verschiedene Hell- und Dunkeltone fiir verschiedene Hohen

oder Materialeigenschaften stehen (Abb. 4.46). Die Unterschiede konnen dann anhand der
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Farbpixel ausgezihlt und in einem Histogramm dargestellt werden. Die Flidchen der sich
ergebenden Gaufiverteilungen der HOhen- oder Materialunterschied [177] konnen dann
zueinander ins Verhiltnis gesetzt werden.

Das Verfahren eignet sich fiir Systeme, die eine Phasenseparation, d.h. eine Anordnung der
verschiedenen Molekiilspezies in Dominen aufweisen, bzw. scharf von einander

abgegrenzt sind.

.l-"""llﬂ

B Molekiil A Maolekiil B

Abb. 4.46: Schematische (AFM-)Aufsicht und Seitenansicht auf eine mit zwei unterschiedlichen
Molekiilen assemblierte Oberfliche. Mittels Bildanalyseverfahren kann das Verhiltnis von Molekiil
A zu Molekiil B auf der Oberflache analysiert werden. Das Hohenprofil (rechts) zeigt die Hohe der
unterschiedlichen Bereiche an. Fiir eine solche Probe ergibt sich ein Anteil an Molekiill A von
28,5 % und folglich ein Anteil von 71,5 % fiir Molekiil B.
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4.4 Fluoreszenzwiedererlangung nach Photobleichung (FRAP)

Diese Methode, auch bezeichnet als fluorescence recovery after photobleaching (FRAP),
wurde entwickelt, um die laterale Diffusion, bzw. laterale Beweglichkeit von Molekiilen
(Lipide, Proteinen), eingebettet in einen diinnen Film (Lipidmembran), zu untersuchen
[178]. FRAP stellt somit ein wichtiges Werkzeug fiir die Untersuchung der Fluiditit

biologischer und biomimetischer Membranen dar.

4.4.1 Grundlagen FRAP

Die Grundlage dieser Methode bildet die Tatsache, dass Fluoreszenzfarbstoffe durch

Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenldnge zur Fluoreszenz angeregt werden
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konnen. Gleichzeitig findet aber auch eine irreversible Zerstorung (Photolyse) des
chromophoren Zentrums des Farbstoffmolekiils statt. Es kommt so zur Loschung der

Fluoreszenz. Dieser Mechanismus kann durch intensive Bestrahlung beschleunigt werden.

Die Zielstruktur (Lipidmolekiil, Protein), dessen laterale Mobilitit untersucht werden soll,
wird mit einem Fluoreszenzfarbstoff kovalent gekoppelt. Normalerweise ist die
fluoreszenzmarkierte Zielstruktur in einen diinnen Film (z. B. eine Lipidmembran)
eingebettet. Eine bestimmte Fliche der Probe wird kurzzeitig mit Laserlicht einer
bestimmten Wellenlinge und hoher Intensitit bestrahlt. Hierdurch kommt es zur
Fluoreszenzloschung in diesem Bereich. Durch Diffusion erfolgt eine Vermischung von
ungebleichten Molekiilen der Umgebung mit den gebleichten Molekiilen in diesem Gebiet,
sofern die fluoreszenzmarkierten Molekiile iiber eine gewisse laterale Mobilitiat verfiigen.
Mit der Zeit nimmt die Fluoreszenzintensitéit in dem gebleichten Gebiet wieder zu, bis das

System ein Gleichgewicht erreicht (Abb. 4.47).

var und nach Bleichung Fluoresrenzwicdererlangung
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Abb. 4.47: FRAP-Messung: (1) Die Intensitiit der fluoreszierenden Probe wird iiber einen kurzen
Zeitraum gemessen, um eine Basislinie zu erhalten. (2) Danach erfolgt eine kurze Belichtung einer
bestimmten Fliche mit hoher Intensitédt (Laser). Es kommt so zur Fluoreszenzloschung in diesem
Bereich (tp). (3) In Abhéngigkeit von der Zeit nimmt die Fluoreszenzintensitdt im gebleichten
Bereich durch Diffusion wieder zu (t,). (4) Die Probe kehrt in ein Gleichgewicht zuriick, wo die
Fluoreszenzintensitdt der gebleichten Fliche sich nicht mehr &ndert (t,). Die prozentuale
Fluoreszenzwiedererlangung R kann mit (Y/X) ¢ 100 wiedergegeben werden.
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Durch die Auswertung der Zeitabhingigkeit der Fluoreszenzwiedererlangung kann der
Diffusionskoeffizient D und die relative Fluoreszenzwiedererlangung R ermittelt werden.
Vor der Bleichung besitzt die Fluoreszenzintensitat den Wert I,. Nach der Bestrahlung
nimmt dieser Wert auf Irp ab, um dann mit der Zeit wieder anzusteigen, bis sich ein
Gleichgewicht einstellt. Die Auswertung einer solchen Kinetik liefert den lateralen

Diffusionskoeffizienten D der Molekiile (Gl. 4-47).

w

D=
47,/2

Y Gl 4-47

Dabei muss der Radius w des Laserstrahls bzw. der gebleichten Fliche sowie der Parameter
y beriicksichtigt werden, in den der Grad der Fluoreszenzloschung und das Strahlprofil mit
einflieBen. 11, stellt die Diffusionszeit dar, in der die Fluoreszenz ihre halbmaximale
Intensitidt erreicht hat [103]. Der Diffusionskoeffizient gibt die laterale Mobilitidt der
Molekiile wieder. Fiir Lipidmolekiile in Biomembranen wird ein Diffusionskoeffizient im
Bereich von 10® cm?s [8,10,57] angegeben. Dieser Wert steht fiir eine fluide biologische
Membran. Die relative Fluoreszenzwiedererlangung R gibt die prozentuale Menge an

beweglichen Molekiilen an.

4.5 Kontaktwinkel-Messung

Die Oberflichenspannung, bzw. die Grenzflachenspannung stellt ein wichtiges Phinomen
fiir die Beurteilung von Oberflachen und Materialeigenschaften dar. Eine Methode, die zur
Messung der Oberflichenspannung bzw. Grenzflichenspannung benutzt werden kann, ist
die Kontaktwinkel-Messung. Mit dieser Methode kann die Benetzbarkeit von Oberfliachen
beurteilt werden und es kénnen so Riickschliisse auf die Qualitit einer Oberfliche bzw. auf
die Oberflichenmorphologie gezogen werden. Die Kontaktwinkelmessung findet so eine
verbreitete Anwendung in der Beurteilung von Oberflichen bzw. von Materialien, die mit
anderen Oberflachen in Kontakt gebracht werden. Beispiele finden sich u. a. in der

Beurteilung der Benetzbarkeit von Arzneistoff/Hilfsstoff-Kompositen (beeinflusst die
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Loslichkeit und damit die Wirkstoff-Freisetzung), Stabilititsbeurteilung von Emulsionen,
des Spreitungsverhaltens von Insektiziden/Herbiziden und Anstrichen, Reinheit von
Si-Waferoberflichen. In dieser Arbeit wurde diese Methode -eingesetzt, um die
hydrophoben/hydrophilen Eigenschaften der in dieser Arbeit erzeugten Oberflichen zu
beurteilen. Die Kontaktwinkel-Messung wurde somit als weitere Methode zur Beurteilung

des Architekturaufbaus des submembranen Raums bzw. der Submonolage verwendet.

4.5.1 Grundlagen Kontaktwinkel

Wird ein Tropfen einer Fliissigkeit auf einer waagerechten Festkorperoberfliche platziert,
ergeben sich zwei Moglichkeiten. Entweder der Tropfen zerfliet und spreitet auf der
Oberfliche (Kontaktwinkel & = 0°) oder er behilt seine Tropfenform und der
Kontaktwinkel nimmt eine endliche Groe an. Unter Vernachlédssigung der rheologischen
Eigenschaft der Fliissigkeit und der Gravitation, ist die Tropfenform und damit der
Kontaktwinkel (Abb. 4.48) nur Abhidngig von den Kohésionskriften innerhalb des
Tropfens und den Adhisionskriften die zwischen der Festkorperoberfliche und der
Fliissigkeit herrschen [59]. Die freie Energie der Festkorperoberfliche beeinflusst die
Tropfenform (abgeflachte oder sphirische Form), wobei die Tropfenbildung allein schon

von der freien Energie der Fliissigkeit abhingt.

(ras ¥is

Fliissigheit ‘( &
. Festkiirper 15l Taw

F
w

Abb. 4.48: Fliissigkeitstropfen auf einer Festkorperoberfliche. Kontaktwinkel 6,
Grenzflichenspannung y zwischen den Oberfiichen Festkorper (S), Fliissigkeit (L) und Gas (V).
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Die Krifte, die an einer Oberfliche oder Grenzfliche auftreten, entsprechen der
Grenzflichenspannung in diesem System. Durch das Aufbringen eines Fliissigkeitstropfens
auf eine Oberfliche, stehen drei verschiedene Phasen (Festkorper (S)/Fliissigkeit (L)/Gas
(V)) in Kontakt mit einander. Vergroflert man nun die Grenzfliche Flussigkeit/Festkorper
durch Erhdhung des Tropfenvolumens, so hat das folgenden Einfluss auf die freie Energie,

und somit auf die Grenzflichenspannung der beteiligten Oberflidchen:

< Zunahme der freien Energie an der Grenzfléche Festkorper S « Fliissigkeit L = yg;.
< Abnahme der freien Energie an der Grenzflache Festkorper S <> Gas V = ygy

< Zunahme der freien Energie an der Grenzflédche Fliissigkeit L < Gas V= y.y

Aus dieser Uberlegung ergibt sich die Young’sche Gleichung (Gl. 4-48) fiir ein ideales
System im Gleichgewicht. Die Young’sche Gleichung beschreibt das Verhiltnis zwischen

freier Energie y einer Oberfldache und des resultierenden Kontaktwinkels @ [59].

Yy €OsO=yg, —¥g Gl 4-48

Bestehen keine Wechselwirkungen zwischen Festkorperoberfliche und Fliissigkeit, so
wiirde der Kontaktwinkel 180° betragen. Findet hingegen komplette Benetzung statt, so
betrigt der Kontaktwinkel 0°. Von Benetzen wird dann gesprochen, wenn ein
Kontaktwinkel ® < 90° vorliegt. Eine solche Oberfliche wird als hydrophil bezeichnet,
wenn die verwendete Fliissigkeit sehr polar ist (Bsp. Wasser). Bei Kontaktwinkeln > 90°
hingegen spricht man von Unbenetzbarkeit [179]. Ist die verwendete Fliissigkeit auch hier
polar (z. B. Wasser), so spricht man von einer hydrophoben Oberfliche. Es wird
ersichtlich, dass zur Beurteilung der Oberfliche auch die Art der verwendeten Fliissigkeit
eine wichtige Rolle spielt. Auch darf die Flissigkeit die Oberfliche in keiner Weise
angreifen, d. h. die Fliissigkeit darf die Oberfliche nicht 16sen, korrodieren oder

irgendwelche anderen chemischen Veridnderungen an ihr vornehmen.
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4.5.2 Hysterese in Kontaktwinkelmessungen

Bisher wurde nur ein ideales System betrachtet. Misst man aber den Kontaktwinkel einer
realen Oberfliche bevor und nach dem das Fliissigkeitsvolumen des Tropfens verringert
wurde, so ergeben sich fiir nicht ideale Oberflichen unterschiedliche Kontaktwinkel fiir die
beiden Situationen. Der Kontaktwinkel, der nach Zugabe (aber vor der Bewegung der
3-Phasengrenzlinie) eines bestimmten Fliissigkeitsvolumens gemessen wird (als
fortschreitender Kontaktwinkel, engl. advancing contact angle ©,4, bezeichnet), ist bei
einer nicht idealen Oberfliche in der Regel signifikant grofler als der Kontaktwinkel, der
nach Verringerung des Tropfenvolumens und vor der Bewegung der 3-Phasengrenzlinie
gemessen wird (auch als riickschreitender Kontaktwinkel, engl. receding contact angle
Oy... bezeichnet). Die Differenz aus 0,4, ©,,. ergibt die Hysterese des Kontaktwinkels.
Der Grund fiir das Auftreten einer Kontaktwinkelhysterese 46 ist mannigfaltig und wird

nachfolgend diskutiert:

< Oberflichenrauigkeit. Viele Oberflichen weisen eine raue Oberflichenstruktur im
submikroskopischen Bereich auf. Die Grenzflache des Tropfens folgt der Struktur der
Oberfliachenrauigkeit. Makroskopisch erscheint der Kontaktwinkel des Tropfens an
einer rauen Oberfliche anders, als dies im submikroskopischen Bereich der Fall ist
(Abb. 4.49). Betrachtet man den in Abb. 4.49 gezeigten Fall, so erscheint der
Kontaktwinkel nach Uberschreiten der Kuppe der Oberflichenunebenheit als > 90°.
Der tatsdchliche Kontaktwinkel wiirde bei genauer Betrachtung der Grenzfliche

Tropfen/Oberfliche weiterhin 90° betragen.

Abb. 4.49: Expansion eines Tropfens auf einer unebenen Oberflidche. Die linke Abb. verdeutlicht
die makroskopische Situation, wohingegen rechts die submikroskopische Situation wiedergegeben
ist. Der unter C (links) gezeigte Tropfen weist scheinbar einen Kontaktwinkel > 90° auf, der aber
bei genauer Betrachtung ebenfalls 90° (Fall A u. B) betrigt [43].
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< Heterogenitit. Befinden sich auf der Oberfliche chemisch unterschiedliche
Substanzen oder Verunreinigungen, die unterschiedliche Oberflichenspannungen
bedingen, spiegelt sich dies auch im Kontaktwinkel wider. Der expandierende
(advancing), bzw. zuriickschreitende (receding) Fliissigkeitstropfen wiirde
unterschiedlich hydrophobe und hydrophile Bereiche sehen. Der Tropfen wird
wihrend der Expansion an den hydrophoben Bereichen festgehalten und umgekehrt
bei Zuriickschreiten an den hydrophilen Bereichen.

< Neuorientierung. Treten die oberflichlichen Molekiile in Kontakt mit dem Tropfen,
so konnen sich die Molekiile neu orientieren. Z. B. finden Neuorientierungen von
polaren Gruppen in apolaren Fliissigkeiten und umgekehrt statt.

<~ Loslichkeit. Losen sich Bestandteile der Oberfliche auf, treten ebenfalls
Heterogenititen der Oberfliche auf. Es konnen auch geloste Stoffe an der
Grenzfliche adsorbieren und das Expandieren oder Zuriickschreiten des Tropfens
behindern.

< Grengflichenspannung. Die auftretenden Grenzflachenspannungen koénnen grofie
Krifte auf die betreffende Oberfliche ausiiben. Diese Krifte konnen an der
Benetzungslinie, besonders bei weichen Oberfldchen, bestehend z. B. aus Polymeren,
zu mechanischen Deformationen der Oberfliche fiihren.

< Adsorption und Desorption von Fliissigkeitsmolekiilen. Durch Desorption oder
Adsorption von Fliissigkeitsmolekiilen tritt Energieverlust auf, was sich im

fortschreitenden bzw. zuriickschreitenden Kontaktwinkel widerspiegelt.
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5.1 Festkorperunterstiitzte (spacerlose) Thiolipid-Modellmembran

(sBLM's)

Wie schon in Kapitel 2 erlautert, ist das erste Teilziel dieser Arbeit die Entwicklung einer
festkorperunterstiitzten Membran mit lateraler Verdiinnung der Submonolage. Daran soll
die reversible Hemmung der Kanaleigenschaften der Annexin V-Mutanten (siche Kapitel
1.4.2.1) untersucht werden. Vorausgegangene Arbeiten von H. Wieder [60] konnten die
Reversibilitit der Annexin-Hemmung nicht zeigen, obwohl es moglich war, das
Streptavidin kompetitiv durch das D-Desthiobiotin von seiner Bindungsstelle am Annexin
V zu verdringen (siehe Kapitel 3). Als Grund fiir die fehlende Reversibilitat wird die
geringe Mobilitit der Lipide in der Membran diskutiert [60]. AuBerdem konnte der Anteil
an kovalent gebundenem Lipid bisher praktisch nicht kontrolliert werden (siche Kapitel 3).
Fir eine bessere Kontrolle der Ankerdichte werden sBLM's auf Basis bindrer
Submonolagen aus 2-Mercaptoethanol und DPPTE untersucht (vgl. Kapitel 3). Beziiglich
des Aufbaus der Submonolage und der sBLM werden die bereits in Kapitel 3 vorgestellten
beiden Priparationstechniken (Einschritt-Methode (Koadsorption), bzw. Zwei-Schritt-
Methode [145-147,180-184] (2-step self-assembling) untersucht und diskutiert.

5.1.1 Aufbau der biniiren Submonolage aus 2-Mercaptoethanol/DPPTE,

2-step self-assembling versus Koadsorption

Orientierende Untersuchungen zur Herstellung von sBLM's auf der Basis von binéren
Submonolagen zeigten, dass die Einschritt- gegeniiber der Zweischritt-Methode deutliche

Nachteile besitzt. Die Nachteile bestehen erstens in der schlechteren Kontrolle des
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Submonolagenaufbaus (siche AFM-Messungen, Kapitel 5.1.1.3) und zweitens in
schlechteren elektrischen Eigenschaften (Kapitel 5.1.2.2) der fertigen sBLM. Deshalb

wurde vornehmlich die Zweischritt-Methode (2-step self-assembling) nidher untersucht.

5.1.1.1 Optische Schichtdicken der biniren Submonolagen

Die Priparation der Submonolage erfolgte in einem zweistufigen Prozess (2-step self-
assembling, siehe Kapitel 3). Zundchst wurde hierbei eine Monolage aus
2-Mercaptoethanol auf die zuvor frisch priparierte, auf LaSFN9-Glas thermisch
aufgedampfte Goldschicht aufgebracht, indem das Goldsubstrat in eine 2,8 mM L&sung
von 2-Mercaptoethanol in Chloroform fiir 15 Minuten aufbewahrt und anschlieBend
griindlich mit Chloroform gespiilt wurde. AnschlieBend erfolgt ein zweiter
Priparationsschritt in einer 1| mM DPPTE-L6sung in Chloroform. Der Triger wurde dann
ebenfalls griindlich mit Chloroform gespiilt, in einem leichten Stickstoffstrom getrocknet
und sofort verwendet. Alle SPS-Messungen erfolgten in einer 0,1 M NaCl-Losung bei
37° C.

In Abb. 5.1 ist die optische Dickenzunahme der Submonolage als Funktion der Zeit fiir den

zweiten Assemblierungsschritt gezeigt.

2,8-
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’BW P '%' = ‘I%I Abb. 5.1: Optische
2,4- P s Schichtdickenzunahme der
2,2J s bindren Submonolage aus 2-
2,0- P Mercaptoethanol und DPPTE

T 18] ’ (15 min./diverse Zeiten in
c H .
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Die relativ kurze Assemblierungszeit des ersten Priparationsschritts wurde gewihlt, um
geringe Defekte in der 2-Mercaptoethanol-Schicht zu erhalten, die dem DPPTE quasi als
Keimbildungszentrum fiir den Austausch dienen [180,184]. Die Assemblierungszeit des
zweiten Schritts wurde zwischen 2,5 h (15/2,5-Probe) und 20 h (15/20-Probe) variiert. Als
Vergleich diente eine Probe, die in einer ImM DPPTE-Losung 15 h lang assembliert wurde
(0/15-Probe). Alle SPS-Messungen erfolgten in einer 0,1 M NaCl-Losung bei 37° C. Die in
den Ergebnissen angegebenen Fehlergrenzen beziehen sich auf die maximale Abweichung
der Messwerte (mindestens 3 verschiedene Proben) vom Mittelwert. Mit Zunahme der
Assemblierungszeit erfolgt eine Zunahme der optischen Schichtdicke. Mit der
zeitabhidngigen Zunahme der DPPTE-Molekiile auf der Oberfliche werden die Molekiile
gezwungen, sich stirker auszurichten, was in Abb. 5.2 schematisch dargestellt ist. Die
Schichtdicken der 15/15-, der 15/20-Proben bzw. die der monomolekularen Schicht (0/15-
Probe) unterscheiden sich kaum und liegen innerhalb der Fehlergrenze. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass die Verdringung des 2-Mercaptoethanols durch das DPPTE nach 15 h (Ad
=2,610,2 nm (n = 1,5; [105], [59], [60],)) praktisch abgeschlossen ist.

Fiir eine ebenfalls reine DPPTE-Submonolage wird von H. Wieder [60] eine optische
Schichtdicke von 2,4 — 2,6 nm (n = 1,5) angegeben. Diese Werte konnten hier fiir die

langeren Assemblierungszeiten bestitigt werden.

J N T ”'. 3 "";' - +|I'i“"|5 '5.
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Abb. 5.2: Schematische Darstellung der Schichtdickenzunahme durch ErhShung der
Oberflichenkonzentration an DPPTE (ldngerkettige Molekiile) durch Verlidngerung der
Assemblierungszeit im zweiten Schritt. Rot dargestellt ist das 2-Mercaptoethanol.

5.1.1.2 Elektrochemische Eigenschaften der biniren Submonolagen

EIS-Untersuchung erfolgten ebenfalls an den durch 2-step self-assembling préparierten
Submonolagen unter den gleichen wie oben beschriebenen Versuchsbedingungen in 0,1 M

NaCl-Losung bei 37 °C.
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Abb. 5.3 zeigt die Kapazitit der Submonolage als Funktion der Zeit fiir den zweiten

Assemblierungsschritt.

Kapazitat [uF/cm?]
e+
HH
o

o

15/0 15/2,5 15/5 15/7,5 15/10 15/12,5 15/15 15/20 0/15
Assemblierungszeit [min./h]

Abb. 5.3: Kapazititen verschiedener bindrer Submonolagen bestehend aus 2-Mercaptoethanol und
DPPTE (15 min./diverse Zeiten in Stunden). Zum Vergleich wurde eine monomolekulare
Submonolage aus DPPTE (15 h) assembliert (0/15).

Die Kapazititen der bindren Submonolagen zeigen keinen sichtbaren Trend. Alle Werte
liegen jedoch deutlich oberhalb der Kapazititen der reinen DPPTE-Monolage. Dies zeigt,
dass selbst bei den ldngeren Assemblierungszeiten noch kein vollstindiger Austausch des
2-Mercaptoethanols gegen das DPPTE stattgefunden hat, obwohl wie in Kapitel 5.1.1.1
gezeigt, die Schichtdickenzunahme bereits nach einer Assemblierungszeit von 15 h

stagnierte.

Eindeutiger ist der Einfluss der Assemblierungszeit auf den Widerstand der Monolage.
Abb. 5.4 (unten) zeigt die Zunahme des Widerstandes als Funktion der Assemblierungszeit.
Diese weist auf eine Zunahme der oberflichlich gebundenen DPPTE-Molekiile und der
damit einhergehenden Verdringung der 2-Mercaptoethanolmolekiile von der Oberfliche
hin, denn hohere Oberflichenbelegungen mit DPPTE fiithren zu besseren isolierenden
Eigenschaften (vergleiche Kapazitits- und Widerstandswerte der reinen monomolekularen

Schichten).
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Abb. 5.4: Einfluss der Assemblierungszeit der zweiten Priparationsstufe auf den Widerstand der
Thiolmonolage.

Da die Widerstiinde der bindren Schichtsysteme auch nach einer Assemblierungszeit von
20 h noch nicht die Werte fiir eine reine DPPTE-Schicht erreicht haben, zeigt sich auch
hier deutlich, dass der Austausch der 2-Mercaptoethanole gegen das DPPTE noch nicht

abgeschlossen ist.

5.1.1.3 Untersuchung der Oberflichentopographie (AFM) und der Kontaktwinkel der

Submonolage

Um die Unterschiede in der Belegungsdichte, bzw. die Oberflichenmorphologie zu
verschiedenen Assemblierungszeiten der zweiten Priparationsstufe genauer zu kléren,
wurden AFM- und Kontaktwinkel-Messungen an den jeweiligen Proben durchgefiihrt.
Dazu wurden Proben mit Gold der Kristallmodifikation (111) (Au (111)) auf Mica
(Glimmer) (siche Kapitel 6) angefertigt und wie oben beschrieben mit der 2-step self-
assembling Technik pripariert. Gold (111) bietet den Vorteil, groBBere terrassenférmige

atomar flache Areale auszubilden.

Abb. 5.5 zeigt AFM-Aufnahmen (Hohenbilder, tapping-mode in Luft) der mit der 2-step

self-assembling Technik priparierten bindren Thiolschichten zu verschiedenen
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Assemblierungszeiten im zweiten Priparationschritt (2,5 (15/2,5 Probe), 10 (15/10 Probe),
12,5 (15/12,5 Probe) und 15 Stunden (15/15 Probe)).
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Abb. 5.5: AFM-Aufnahmen (tapping-mode in Luft) der Oberflichentopographie nach 15 miniitiger
Assemblierung in 2-Mercaptoethanol und danach erfolgter zweiter Assemblierung zu
unterschiedlichen Zeiten mit DPPTE. Deutlich ist eine zeitabhingige Zunahme an DPPTE (hellere
Areale) zu sehen. Die Assemblierung erfolgte auf Mica/Au (111) Proben.



5 Ergebnisse und Diskussion 121

Deutlich ist mit Verldngerung der Assemblierungszeiten der zweiten Priparationsstufe
auch eine Zunahme an DPPTE (hellere Areale) auf Kosten des Mercaptoethanol-Anteils zu
erkennen (hierzu siehe auch die schematische Abb. 5.2). Die zunichst isolierten DPPTE-
Areale wachsen mit zunehmender Assemblierungszeit zusammen und umschlieBen
schlieBlich einzelne 2-Mercaptoethanol-Dominen. Bereits die 15/12,5 Proben weisen eine
fast vollstindige Bedeckung mit DPPTE auf. Die 15/12,5- und die 15/15-Proben besitzen
jedoch auch nach einer Assemblierungszeit von 15-20 h noch einen geringen
Mercaptoethanol-Anteil (dunkle Areale). Eine laterale Verdiinnung der DPPTE-Submolage
mit 2-Mercaptoethanol liegt also auch bei langen Assemblierungszeiten vor. EIS-Daten
und Untersuchungen zum Oberflichenanteil der DPPTE-Molekille (sieche EIS der
Submonolage, Kapitel 5.1.1.2, bzw. siche AFM-Bildanalyse weiter unten) bestitigen dies

ebenfalls.

Zum Aufbau bindrer Systeme wurde bisher hauptsichlich die Koadsorption verwendet
[60,78,142,143,145,185-189], z. B. untersuchte Wieder die Oberflicheneigenschaften
bindrer Monolagen aus HS(CH;);;CH; und HS(CH);0OH) in Abhingigkeit vom
Molenbruch. Fiir dieses System wurde keine Phasenseparation beobachtet [60]. Fiir ein
dhnliches System wurde hingegen von Brewer et al [188] Phasenseparation vermutet,
wobei die DominengroBe dann nur < 15 nm? betragen sollte. Sie diskutierten, dass die H-
Briickenbindungen zwischen den terminalen OH-Gruppen gro genug sein kann, um
Phasenseparation zu bedingen. Phasenseparation wurde jedoch bei Koadsorption von 1-
Hexadecanthiol und 3-Mercaptopropionsdure [189] und bei Koadsorption von 1-Butanthiol
und 1-Octadecanthiol beobachtet. Folkers et al [190] untersuchten die Bildung binirer
Monolagen aus gemischten Losungen von einem kurzkettigen Alkanthiol mit endsténdiger
OH-Gruppe (HS(CH);;0H) und einem langkettigen Alkanthiol (HS(CH,),;CH). Sie
studierten das Austauschverhalten des einen Thiols gegen das andere und stellten fest, dass
das Molekiil mit der groeren intermolekularen Wechselwirkung die tibrigen verdriangt und
schlieBlich auf der Goldoberfliache kumuliert. Die Ausbildung von Doménen wurde dabei
nicht beobachtet. Sie &duBerten jedoch die Vermutung, dass bei Verwendung zweier
Thiolkomponenten mit sehr unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften (z. B.
hydrophob < hydrophil) Phasenseparation wahrscheinlich sind. Sie postulierten ferner,

dass nur solange Dominenbildung zu beobachten ist, so lange ein bindres System,
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bestehend aus physikalisch sehr unterschiedlichen Molekiilen, sich noch nicht im
Gleichgewicht befindet. Im Gleichgewichtszustand wird die Monolage dann nur noch aus
der Molekiilspezies bestehen, die in der Lage ist, eine stabile Monolage auszubilden (z. B.
aufgrund von molekularen Wechselwirkungen wie Van-der-Waals-Krifte oder H-
Briicken). Jedoch wird in der Arbeit von Folkers et al ebenfalls darauf hingewiesen, dass in
einem Beobachtungszeitraum von einem Tag kein 100 %iger Austausch zu beobachten
war. Etwa 10 % der zu erst assemblierten Molekiilspezies konnten in diesem
Beobachtungsrahmen nicht gegen die zweite ldngerkettige Molekiilspezies ausgetauscht
werden [190]. Nishida et al [146] fand durch STM (scanning tunneling microscope)-
Messungen heraus, dass es Gebiete auf der Oberfliche gibt, in denen kein Austausch
stattfand. Ein vollstandiger Austausch ist demnach unwahrscheinlich, da die Thiole an
hochenergetischen Flidchen wie Storstellen in den Goldterrassen oder dort, wo zwei

Goldterrassen aufeinander stoflen, sehr fest gebunden (trapped) sind.

Die Zweistufenmethode (2-step self-assembling) zum Aufbau bindrer Monolagen wurde
bisher lediglich von Nishida et al [146], Bain et al [147], Bumm et al [191] und Lewis et al
[192] wuntersucht, wobei die letzten beiden Arbeitsgruppen die zuerst adsorbierte
Thiolschicht durch Erhitzen teilweise desorbierten und in einem zweiten
Priparationsschritt die entstandenen Fehlstellen mit einem anderen Thiol auffiillten. Bain et
al zeigte lediglich, dass der Austausch eines kurzkettigen Thiols durch ein ldngerkettiges
moglich ist, charakterisierte aber die entstandene Thiolschicht nicht ndher. Nishida et al
untersuchte vor allem den Austauschprozess der Thiole. Er schlussfolgerte aus
Desorptionsversuchen dass der Austausch der Thiole iiber Dimerisierung ablduft. Es
konnten verschiedenen Dimere nachgewiesen werden. Sie besitzen eine weniger stabile
Thiolbindung und desorbieren leichter. Anwendung fand die Zweischrittmethode bisher
auch bei der Funktionalisierung von Oberflichen mit einzelnen Dendrimeren [181-184].
Hierzu wurden Molekiile einer zuvor adsorbierten Dialkylthiolschicht in einem zweiten
Assemblierungsschritt gegen ein mit einem Dendrimer funktionalisiertes gleichlanges

Dialkylthiol ausgetauscht.

Im Vergleich zu den bisher beschriebenen Systemen, besteht das in dieser Arbeit

beschriebene System aus Komponenten mit sehr viel groBeren Unterschieden in den
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physikalischen Eigenschaften. 2-Mercaptoethanol ist ein stark hydrophiles Molekiil (kurzes
aliphatisches Molekiil mit endstindiger OH-Gruppe). DPPTE hingegen ist ein amphiphiles
Molekill mit zwei groBBen aliphatischen Ci¢-Ketten, die dem Molekiil endstindige starke
hydrophobe Eigenschaften verleihen, besonders, wenn es auf einer Oberfliche mittels der
Thiolgruppe kovalent gebunden ist und somit der hydrophobe Molekiilteil in die Bulkphase
orientiert ist. Daher ist eine Doménenbildung, d. h. eine inselartige Anreicherung der
gleichen Molekiilspezies auf der Oberfliche, zu erwarten und zu beobachten. Der
Austausch des kovalent an das Gold gebundenen 2-Mercaptoethanol (erste
Priparationsstufe) gegen das DPPTE (zweite Priparationsstufe) erfolgt dadurch, dass
einerseits das 2-Mercaptoethanol von der Oberfldche desorbiert wird (erfolgt bereits in
reinem Losungsmittel [180,181]), wihrend andererseits das DPPTE aufgrund seiner
endstindigen Thiolgruppe an das Gold bindet, und aufgrund hoher Van-der-Waals-
Wechselwirkungen stabile Monolagen auszubilden vermag [192], [193]. DPPTE ist
bestrebt, die freie Oberflichenenergie zu verringern, weswegen die Ausbildung von
Dominen zu erwarten ist (hierzu sieche auch [192], [146]). Nishida et al [146] zeigte in
einem Austauschexperiment, dass die zuerst chemisorbierte kiirzerkettige aliphatische
Molekiilspezies zundchst Disulfide auf der Goldoberfliche ausbildet, was in einer
schwicheren Bindung zum Gold resultiert. Die lidngerkettige aliphatische Molekiilspezies
im zweiten Assemblierungsschritt kann dann nach Desorption des kurzkettigen Disulfids
dessen Position einnehmen. Aufgrund der hohen Van-der-Waals-Wechselwirkungen der
langerkettigen Spezies, die sich stabilisierend auf die Monolage auswirkt, kommt es so zu
einer zeitabhingigen Anreicherung dieser Spezies auf der Oberfliche und zu

Dominenbildung. Hierzu siehe auch Bain et al [147].

Die bereits auf Seite 151 erwédhnten Austausch- und Funktionalisierungsexperimente von
Alkylthiolmonoschichten auf Goldoberflichen mit Dendrimeren, die eine Dialkylsulfid-
Kette der gleichen Kettenlinge wie die der bereits chemisorbierten Thiolschicht als
Ankergruppe tragen, zeigten eine wesentlich geringere Austauschrate der bereits
gebundenen Thiole gegen die Dendrimere [181-184]. Selbst nach sehr langen
Assemblierungszeiten (20 h) konnten noch einzelne Dendrimermolekiile ausgezihlt werden
[184]. Offensichtlich fiihrten in den Dendrimer-Experimenten die geringere Affinitit der
Dialkylsulfide zum Gold, sowie die Gleichartigkeit der Ankermolekiile der Dendrimere
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und der Molekiile der zuvor gebundenen Thiolschicht dazu, dass nur wenige Molekiile
ausgetauscht werden. Es ist anzunehmen, dass die Van-der-Waals-Wechselwirkungen
innerhalb der zuvor oberflichlich gebundenen Thiolschicht die gleichen sind, wie
diejenigen zwischen den Dendrimer-Ankern und der zweiten Molekiilspezies. Durch den
Einbau der Dendrimere kann demnach also kein Stabilitdtszuwachs der Schicht erfolgen,
da die intermolekularen Wechselwirkungen durch den Austausch nicht zunehmen kénnen,
also keine weitere Abnahme der freien Oberflichenenergie erfolgt. Der
Oberflichenzuwachs an Dendrimeren ist evtl. aufgrund der Molekiilgrofie verlangsamten
Diffusion zur Oberflache zusitzlich verzogert. Die Unterschiede zwischen dem in dieser
Arbeit benutzten 2-Mercaptoethanol und DPPTE sind im Vergleich weitaus groBer. Die
Thiol-Oberfldche kann einen Stabilititsgewinn erfahren, indem der Anteil an oberfldchlich
gebundenem DPPTE steigt, da hier aufgrund der wesentlich hoheren Van-der-Waals-
Wechselwirkungen zwischen den DPPTE-Molekiilen eine wesentlich deutlichere Abnahme
der freien Oberflichenenergie auftreten kann, als dies bei der 2-Mercaptoethanol-Schicht
der Fall ist, die wesentlich geringere intermolekulare Wechselwirkungen besitzt. Somit
scheint die treibende Kraft fiir die Zunahme der oberflichlich gebundenen DPPTE-
Molekiile die hohen Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den DPPTE-Molekiilen
zu sein. Die Wechselwirkungen der Mercaptoethanolmolekiile untereinander begiinstigen

die Phasenseparation gegeniiber einer homogenen Mischung zusétzlich.

Reine monomolekulare Schichten, bestehend aus DPPTE (0/15 Probe: 15 h assembliert in
einer | mM DPPTE-L6sung in Chloroform) (Abb. 5.6) zeigten eine homogene, defektfreie
Bedeckung mit DPPTE.

lrm

Abd., 5.6; AIM-Aufnahme (tapping-
mode in Luft) der Oberfliichen-
topographic einer reinen DPPTL
Monolage aof MicafAu (111}

Deuthich st eime homogene,
vollstindige, defekifreie Bedeckung
der Goldterrassen  (abeegrenzte

Areale) mit DPPTE #n erkennen.
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EIS-Messungen bestitigen diesen Befund, da die gemessene Kapazitit von 0,5510,2
uF/cm® einen errechneten Bedeckungsgrad von 100 % ausweist (siehe oben). Die
Berechnung erfolgt unter Verwendung von GIl. 4-1 und 4-33 (Kapitel 4) und einer
Schichtdicke d des DPPTE von 2,5 nm und einer Dielektrizitdtskonstanten eppprg von 2,25
[194]. Des Weiteren wurde fiir die Berechnung eine Kapazitit der unbedeckten

Goldelektrode von 30 pF/cm” angenommen.

Vergleicht man die in Abb. 5.5 gezeigte Oberfliche der 15/15 Probe mit der in Abb. 5.6
gezeigten monomolekularen DPPTE-Schicht, so wird nochmals deutlich, dass es sich bei
den bindren 15/15-Oberflichen um einen unvollstindigen Austausch des 2-
Mercaptoethanols durch das DPPTE handelt und somit noch immer eine laterale
Verdiinnung der Submonolage vorliegt. Dies wird besonders unter der Beriicksichtigung
der elektrochemischen Eigenschaften dieser Oberfliiche (siehe oben) von 3,9+0,8 uF/cm®

deutlich.

Zur Kldrung der Frage welchen Vorteil die 2-step self-assembling Technik zur
Préparierung von selbstorganisierten Submonolagen (self-assembled monolayers, SAMs)
gegeniiber der herkdmmlichen Priparation durch die Koadsorption bietet, wurden auch hier
AFM-Untersuchungen durchgefiihrt. Hierzu wurden die Goldelektroden in einer Mischung
aus DPPTE (1 mM) und Mercaptoethanol (2,8 mM) der gleichen wie fiir die zweistufige
Priparation verwendeten Konzentrationen, gelost in Chloroform, assembliert. Frisch
priparierte Goldelektroden (Mica/Au (111), siehe Kapitel 6) wurden fiir 2,5; 5; 12,5 und 15
Stunden in dieser Losung belassen, anschlieend griindlich mit Chloroform gespiilt und in
einem Stickstoffstrom getrocknet. AFM-Messungen erfolgten ebenfalls in Luft und in

tapping-mode.

Abb. 5.7 zeigt die Oberflichentopographie der durch Koadsorption gewonnenen

monomolekularen Oberflichen (gemessen in tapping-mode gegen Luft).
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Abb. 5.7: AFM-Aufnahmen (tapping-mode in Luft) der Oberflichentopographie nach Koadsorption
mit 2-Mercaptoethanol und DPPTE zu verschiedenen Assemblierungszeiten. Bereits nach einer
kurzen Assemblierungszeit von 2,5 h ist eine hohe Bedeckung mit DPPTE (hellere Areale) zu
erkennen. Die Assemblierung erfolgte auf Mica/Au (111) Proben.

Im Vergleich zu dem 2-step self-assembling (Abb. 5.5) ist bereits nach 2,5stiindiger
Assemblierungszeit ein deutlich hoherer Anteil an DPPTE (hellere Areale) zu erkennen.
Die in Abb. 5.7 dargestellten Oberflichen zeigen bei ldngeren Assemblierungszeiten dann
nur noch eine geringfiigige Zunahme an DPPTE. Ein deutlicher Unterschied ist auch in der

Dominenstruktur zu erkennen. Die koadsorbierten Oberflichen zeigen im Gegensatz zu
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den durch 2-step self-assembling priparierten Oberflichen (besonders deutlich bei
kiirzeren Assemblierungszeiten) eine Vielzahl kleinerer Dom#nen. Das DPPTE weist hier
eine wesentlich groBere, bzw. zufillige Verteilung der DPPTE-Molekille in der
Mercaptoethanol-Schicht auf. Die Dominen sind im Gegensatz zum 2-step self-assembling
weniger scharf begrenzt. Die ebenfalls bei den ldnger assemblierten Oberfliachen
vorhandenen Mercaptoethanol-Dominen (dunkle Areale) zeigen, dass hier ebenfalls noch

kein 100 %iger Austausch von 2-Mercaptoethanol durch DPPTE erfolgt ist.

Wie in der Literatur beschrieben, findet die Spreitung von Vesikeln zum Membranaufbau
entweder auf stark hydrophilen Oberflichen [29,195-200] wie z. B. gereinigtem Glas oder
Glimmer oder auf stark hydrophoben Oberflichen [68,105,160,196,201-204] wie z. B.
selbstorganisierten Alkanthiol- oder Thiolipid-Schichten statt. Auf Oberflichen mit
unspezifischen hydrophoben/hydrophilen Eigenschaften findet dagegen zumeist nur
Vesikeladsorption statt. Uncharakteristische Oberflachen beziiglich der Hydrophobizitit
entstehen oft durch die laterale Verdiinnung der Membranankermolekiile der Thiolschicht,
wenn die Molekiilspezies dieser Schicht homogene Filme ausbilden. Phasenseparierte
Submonolagen mit eindeutig begrenzien Bereichen, die entweder hydrophobe oder
hydrophile Eigenschaften besitzen, sollten daher bessere Eigenschaften hinsichtlich der
Vesikelspreitung und der Membranbildung erwarten lassen, als homogen gemischte bindre
Submonolagen. Demnach ist zu erwarten, dass die Zweistufen-Methode (2-step self-

assembling) deutliche Vorteile gegeniiber der Koadsorption bietet.

Die Betrachtung der Oberflichentopographie der bindren Oberflichen mittels AFM zeigen
zwar eine eindeutig Zunahme des Thiolipids DPPTE auf der Goldoberfliche, jedoch sind
keine direkten quantitativen Aussagen aus den topographischen Aufnahmen hinsichtlich
des molekularen Anteils der verschiedenen Molekiilspezies auf der Oberfliche moglich.
Hierzu wurde ein auf AFM-Messungen basierendes bildanalytisches Verfahren angewendet
(siche Kapitel 5 und [189]). Hobara et al [189] zeigte, dass die Bildanalyse der
elektrochemischen Analyse durch reduktive Desorption (RD) in nichts nachsteht und
durchaus fiir diese Zwecke geeignet ist. Die reduktive Desorption wurde in dieser Arbeit
nicht angewendet, da diese Messungen in KOH durchgefiihrt werden, was zu einer

Verseifung der Lipide fithrt. Durch die Verseifung kann keine Zuordnung der
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Desorptionspeaks zu den sich auf der Oberfliche befindlichen Molekiilspezies erfolgen
[60].

In Abb. 5.8 sind die Ergebnisse des bildanalytischen Messverfahrens, in % DPPTE als
Funktion der Assemblierungszeit, fiir beide Priparationsmethoden, zusammengefasst. Fiir
die Auswertung wurde davon ausgegangen, dass die gebildeten Doménen nur aus einer

Molekiilspezies bestehen.
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Abb. 5.8: Prozentuale Oberflichenbelegung mit DPPTE zu verschiedenen Assemblierungszeiten.
Koadsorbierte bindre Monolagen (-O-) zeigen einen wesentlich htheren DPPTE-Anteil besonders
bei den kurzen Assemblierungszeiten als dies fiir die durch die 2-step self-assembling erzeugten

Oberflichen (-®- und - A -) der Fall ist. Hingegen wird ein hoherer Anteil an DPPTE bei lingeren
Assemblierungszeiten durch das 2-step self-assembling erreicht.

Deutlich ist eine langsamere Zunahme des hydrophoben Anteils (DPPTE) durch die 2-step
self-assembling Technik (-e- und - A -) besonders bei den kiirzeren Assemblierungszeiten
zu erkennen, als dies fiir die Koadsorption (-O-) der Fall ist. Ein Grof3teil an DPPTE ist
durch die Koadsorption bereits schon nach einer Stunde auf dem Gold adsorbiert. Generell
lasst sich sagen, dass die zweistufige Priparationstechnik (2-step self-assembling)
gegeniiber der einstufigen Koadsorption eine bessere Kontrolle der Oberflichen-

morphologie (Doménengrofie und Oberflichenverteilung des DPPTE) bietet.
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Die bessere Kontrollierbarkeit der Oberflaichenmorphologie durch das 2-step self-
assembling ldsst sich wie folgt erkliren: Im ersten Schritt der zweistufigen
Priparationsmethode erfolgt zunichst eine relativ rasche Physisorption von
2-Mercaptoethanol auf Gold, die dann unter Ausbildung einer kovalenten Bindung
zwischen Schwefel- und Goldatomen (Thiolat-Bildung) in die Chemisorption iibergeht.
Dieser Schritt wird im Vergleich zur Physisorption als relativ langsam angesehen. Durch
den nachfolgenden zweiten Assemblierungsschritt erfolgt dann ein Austausch des zuvor
gebundenen 2-Mercaptoethanols gegen das DPPTE. Hierzu siehe auch Folkers et al [190]
fiir andere Systeme. Dieser Austausch diirfte erschwert und damit verzogert vonstatten
gehen, da der Austausch des 2-Mercaptoethanols gegen DPPTE die Lésung der Schwefel-
Gold-Bindung und die schrittweise erfolgende Desorption der 2-Mercaptoethanolmolekiile
beinhaltet, vermutlich als Disulfide [180,181]. Der Angriff des DPPTE am Gold ist
erschwert, da bereits ein GroBteil der Bindungsstellen auf dem Gold durch das 2-
Mercaptoethanol besetzt sind. Mogliche erste Angriffspunkte fiir das DPPTE stellen hier
Defekte in der 2-Mercaptoethanolschicht da [180,184], die sozusagen Keimbildungszentren
fiir das Wachstum der DPPTE-Doménen darstellen. Die Generierung von Defekten in der
Thiolschicht erfolgt bereits durch Desorption auch in reinem Losungsmittel [180,181]. Das
langsame Anwachsen der DPPTE-Doménen bei der 2-step self-assembling Technik fiihrt
so zu einer groBeren Ordnung der DPPTE-Molekiile auf der Oberfliche. Anders ist die
Situation bei der Koadsorption. Es werden gleichzeitig beide Molekiilspezies auf der
Oberflache gebunden. Vermutlich erfolgt hier eine schnellere Adsorption des 2-
Mercaptoethanols, da es sich hier um ein wesentlich kleineres und damit beweglicheres
Molekiil handelt, obwohl aufgrund der hohen Konzentrationen keine Diffusionskontrolle
zu erwarten ist. Wegen der wesentlich geringer ausgeprigten intermolekularen
Wechselwirkungen der Mercaptoethanol-Molekiile ist nicht zu erwarten, dass deren
Wechselwirkungen wesentlich zu einer Stabilisierung einer solchen Monolage aus 2-
Mercaptoethanol beitragen konnen. GroBle Van-der-Waals-Wechselwirkungen sind
hingegen bei den DPPTE-Molekiilen aufgrund der zwei Ci¢-Ketten pro Molekiil zu
erwarten. Die physisorbierten 2- Mercaptoethanolmolekiile werden wahrscheinlich noch
bevor sie eine kovalente Bindung zum Gold ausbilden konnen, teilweise durch das DPPTE
auf der Oberfliche verdringt. Zusétzlich wird der gleiche Mechanismus wie bei der 2-step

self-assembling Technik beschrieben ablaufen. Unter dieser Betrachtung wird Klar,
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weshalb es bei der Koadsorption schon bei sehr kurzen Assemblierungszeiten von 2-
Mercaptoehanol und DPPTE zu einer hdheren Oberflichenbelegung mit DPPTE kommt.
Die mechanistische Betrachtung der beiden Priparationstechniken sollte auch auf andere
Systeme iibertragbar sein [143], sofern die physikalischen Eigenschaften der ausgewihlten

Molekiile dhnlich gelagert sind wie in diesem Fall.

Die bindren Monolagen wurden weiterhin hinsichtlich ihres Kontaktwinkels untersucht
Abb. 5.9 zeigt die Kontaktwinkel (advancing und receding angle) in Abhingigkeit der

Assemblierungszeit fiir beide Priparationsmethoden.
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Abb. 5.9: Kontaktwinkel zu verschiedenen Assemblierungszeiten. Der advancing (ausgefiillte
Zeichen) als auch der receding angle (leere Zeichen) weisen keinen Unterschied in der
Préparationstechnik (- A - bzw. -A- 2-step self-assembling und -m- bzw. -0O- Koadsorption) auf.
Lediglich eine zu erwartende Zunahme des Kontaktwinkels mit Zunahme der Asseblierungszeit ist
fir beide Methoden ersichtlich. Mit aufgetragen ist der Wert einer 15 min. assemblierten 2-
Mercaptoehtanol- und einer 15 h assemblierten DPPTE-Schicht.

Die beiden verwendeten Priparationsmethoden zeigen keine Unterschiede im
Kontaktwinkel sowohl zueinander als auch zu den verschieden Assemblierungszeiten. Die
Werte des advancing angle der bindren Monolagen weisen zu allen Assemblierungszeiten
Kontaktwinkel > 90° auf und liegen damit deutlich iiber dem Kontaktwinkel einer reinen 2-
Mercatptoethanol-Schicht, aber noch etwas unter dem Wert einer reinen DPPTE-Schicht.

Die Kontaktwinkel der beiden Priparationsmethoden sprechen lediglich fiir eine Dominanz
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der DPPTE-Molekiile auf der Oberfliche. Kontaktwinkel > 100° werden erst bei lingeren
Assemblierungszeiten  beobachtet. Der untypische sprunghafte  Anstieg des
Kontaktwinkels, also der sprunghafte Wechsel der Oberfliche von hydrophil zu hydrophob
wurde auch bei durch Koadsorption priparierten bindren Thiolipopeptid/Thiopeptid-
Schichten beobachtet [143] und steht damit im Kontrast zum homogenen Ubergang von
hydrophil zu hydrophob wihrend der Fusion von gemischten DPPTE/DMPC-Vesikeln auf
Gold (siehe Kapitel 3 bzw. [60]), bzw. von koadsorbierten bindren Thioethylenglykol-
Oligigomer/Thioethylenglykol-Cholesterin Monoschichten [205].

Der Kontaktwinkel der reinen 2-Mercaptoethanolschichten ist mit etwa 50° (advancing
angle) zu hoch. In Anbetracht der kurzen Assemblierungszeiten ist von einer
unvollstindigen Bedeckung der Goldoberfliche mit 2-Mercatptoethanol auszugehen.

Etwaige Kontaminationen kénnen hier ebenfalls zu hoheren Kontaktwinkeln fiihren.

Aus der Hysterese der Kontaktwinkel (A° = advancing angle - receding angle) (siche Abb.
5.10) der beiden Priparationstechniken zu unterschiedlichen Assemblierungszeiten, ist mit
Zunahme der Assemblierungszeit eine leichte Abnahme der Hysterese zu erkennen, was

eine Zunahme der Homogenitit der adsorbierten Monolagen signalisiert.

Die Werte liegen jedoch deutlich iiber den Werten fiir eine reine DPPTE-Monolage, bzw.
iiber denen einer reinen Mercaptoethanol-Schicht, was die Heterogenitit der binidren
Schichten ausweist. Erst der lineare Fit der Hysteresewerte ldsst eine geringfiigige
Unterscheidung zwischen der zweistufige Priparationstechnik (----) und der Koadsorption
(—) erkennen. Der Fit der zweistufigen Praparationstechnik liegen etwas unterhalb des Fits
fiir eine koadsorbierte Schicht, damit ist die Heterogenitit der koadsorbierten Schicht etwas
grofer. Mechanistisch kann dies durch den bereits diskutierten schneller erfolgenden
Aufbau der bindren Monolagen durch Koadsorption priparierten Oberflichen erklirt

werden (siehe oben).
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Abb. 5.10: Hysterese des Kontaktwinkels zu unterschiedlichen Assemblierungszeiten der zwei
verschiedenen Préparationstechniken. Die beiden Préaparationstechniken unterscheiden sich hierbei
kaum, zeigen aber beide mit Zunahme der Assemblierungszeit eine Abnahme in der Hysterese. (-A-
2-step self-assembling, -0O- Koadsorption). (— Fit Koadsorption, ----- Fit 2-step self-assembling).

5.1.1.4 Zusammenfassung des Kapitels 5.1.1

EIS-, SPS und AFM-Messungen haben gezeigt, dass der Austausch von kovalent an das
Gold gebundenem 2-Mercaptoethanol durch das DPPTE moglich ist und dass es zu einer
zeitabhidngigen Kumulation von DPPTE auf der Goldoberfliche kommt. AFM-Messungen
zeigten ebenfalls, dass die Oberflichenmorphologie der auf dem Gold kovalent
gebundenen binédren Thiolschicht mit 2-step self-assembling Technik wesentlich besser zu
kontrollieren ist, als durch die kompetitive Koadsorption. Die Oberflichenbelegung mit
DPPTE ist bei Anwendung der Koadsorption bereits schon bei sehr kurzen
Assemblierungszeiten wesentlich hoher, als dies bei der 2-step self-assembling Technik der
Fall ist. So liegt nach einer Assemblierungszeit von nur einer Stunde bereits ein
Oberflichenanteil an DPPTE von ~ 55 % vor. Die durch 2-step self-assembling
priparierten Schichten weisen hingegen nur einen Oberfliachenanteil an DPPTE von ~ 17
% auf. Vor allem aber sind nur die Monolagen der zweistufigen Priparation besonders bei

den niedrigen Assemblierungszeiten durch deutlich begrenzte Doménen gekennzeichnet.
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Die koadsorbierten Submonolagen zeigen hingegen eine eher zufillige Verteilung der

DPPTE-Molekiile in der 2-Mercaptoethanolschicht.

5.1.2 Membranaufbau durch Vesikelspreitung

Die Komplettierung der oben beschriebenen Submonolagen zur Membran erfolgte durch
Vesikelspreitung gemischter Lipide (DMPC/DMPS, bzw. DMPC/DPhytPS im Verhiltnis
9:1 gemischt, Herstellung siehe Kapitel 6). Die in 0,1 M NaCl-Losung priparierten Vesikel
(Lipid-Endkonzentration in der Messzelle 200 uM) wurden zunéchst in 0,1 M NaCl
gespreitet und anschlieBend erfolgte Wechsel auf den fiir die Annexinbindung notwendigen
Ca’*-Puffer (5 mM CaCl,, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 20 mM Trizma (HCl), 0,02 %
NaNj in MilliQ-Wasser, pH 8). Alle Elektrolytlosungen wurden vor Gebrauch sterilfiltriert.
Die Messungen erfolgten bei einer Elektrolyt-Temperatur von 37° C. Die reinen
impedanzspektroskopischen Messungen erfolgten auf Goldelektroden mit einer Fliche <
0,3 cm?, die SPS-Messungen erfolgten auf Elektroden mit einer Fliche von 0,7 cm? (siehe

Kapitel 6 und Anhang).

5.1.2.1 Vesikelspreitung auf reinen DPPTE-Monolagen

Die Spreitung von DMPC/DMPS-Vesikeln wurde zuerst auf reinen DPPTE-Monolagen
(15 h in einer 1 mM Losung in Chlorform assembliert, Elektrode: Mica/Au (111)) durch
die Impedanzspektroskopie verfolgt. Abb. 5.11 zeigt den frequenzreduzierten Admittanz-
Plot vor und nach erfolgter Vesikelspreitung in 0, 1 M NaCl, sowie nach dem Wechsel auf
Ca”*-Puffer. Die Kapazitit der Submonolage nimmt von 0,7 pF/cm2 (in NaCl) auf 0,52
uF/cm’ (in Ca™*-Puffer) ab. Die Kapazitit dieser Membran liegt somit im Bereich der
Werte (0,35 - 0,46 ;,lF/cm2 [206], [207]), die fiur schwarze Lipidmembranen (black lipid
membranes (BLM's)) angegebenen werden. Aus Abb. 5.11 wird ferner deutlich, dass eine

weitere Abnahme der Kapazitit durch das Spiilen mit Ca**-Puffer auftritt.
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Abb. 5.11: Frequenzreduzierter Admittanz-Plot vor (-o-) und nach Vesikelspreitung (DMPC/DMPS)
auf einer reinen DPPTE-Schicht in 0,1 M NaCl (-o-) und Ca**-Puffer (-A-). Deutlich ist eine
Abnahme der Kapazitit durch die Vesikelspreitung zu erkennen (Schnittpunkt des Halbkreises mit der
y-Achse). Eine weitere Abnahme der Kapazitiit erfolgt durch den Wechsel auf Ca**-Puffer. Kurven
ohne Symbol geben die Fitts, unter Verwendung des Ersatzschaltkreises R(RC), der jeweiligen
Messkurve wieder.

Abb. 5.12 zeigt den Nyquist-Plot vor (-0-) und nach (-0-) der Vesikelspreitung, bzw. nach
der Uberfithrung in Ca®*-Puffer (-A-).Die Vesikelspreitung resultierte in einer Erniedrigung
des Widerstands, obwohl infolge der Ausbildung einer Lipiddoppelschicht eine Zunahme
des Widerstandes zu erwarten wire. Eine leichte Erholung des Widerstandes trat durch das
Spiilen der Membran mit Ca®*-Puffer ein, der aber noch unter dem der Submonolage lag.
Fiir das in Abb. 5.12 gezeigte Beispiel wurden 1,6 MQcm? fiir die Submonolage und 0,2
MQcm® fiir die Lipiddoppelmembran nach Spiilen mit Ca**-Puffer (Messbereichen 20 -
0,08 kHz) errechnet.
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Abb. 5.12;: Nyquist-Plot vor (-O0-) und nach der Vesikelspreitung (DMPC/DMPS) in 0,1 M NaCl (-
o-) und Ca’*-Puffer (-A-). Deutlich ist eine Abnahme des Widerstandes durch die Vesikelspreitung
zu erkennen (Schnittpunkt des Halbkreises mit der x-Achse). Eine gewisse Erholung des
Widerstandes erfolgt durch den Wechsel auf Ca™-Puffer, jedoch bleibt der Widerstand der
Lipiddoppelmembran kleiner als der der Monolage. Kurven ohne Symbol geben die Fits, unter
Verwendung des Ersatzschaltkreises R(RC), der jeweiligen Messkurve wieder.

Die widerspriichlichen FErgebnisse der Vesikelspreitung hinsichtlich Kapazitit und

Widerstand konnen anhand von Abb. 5.13 erklirt werden.
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Abb. 5.13: Auswirkungen der Elektrodenrauhigkeit und Defekten in der Submonolage auf den
Widerstand vor und nach Vesikelspreitung. Eine Diffusion von Ionen (rot) durch Defekte der
Submonolage kann wie in der Abb. links dargestellt behindert sein. Durch Vesikelspreitung kann es
zu einer Ausrichtung der Submonolage kommen (rechts), was in einer Freigabe der Defekte
resultieren kann. Ionen konnen nun ungehindert die Elektrode erreichen. Der Widerstand der
Lipiddoppelmembran wiirde somit, trotz erfolgter Vesikelspreitung, unter dem der Submonschicht
liegen.
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Die Molekiile der Submonoschicht bedecken aufgrund ihrer Flexibilitdt Defekte in dieser
Schicht. Durch die Vesikelspreitung und den Einfluss der Ca**-Ionen kommt es zu einer
Umorientierung und Ausrichtung der Molekiile der Submonolage, was zur Freigabe der
unbedeckten Goldflichen fiihrt. Ladungen konnen nun leichter zur Elektrode diffundieren.
Aus diesem Grund weisen die Submonolagen einen hoheren Widerstand als die
Lipiddoppelschicht auf, denn der Gesamtwiderstand der Membran wird stark von den

Widerstinden der Defekte bestimmt (sieche Kapitel 4 und [201]).

Der Einfluss der Ca®*-Ionen auf die Kapazitit kann wie folgt erklirt werden: Durch die
Ca’*-Ionen kommt es zur Ruptur von teilgespreiteten und/oder adsorbierten Vesikeln,
zumal Ca’*-Ionen einen direkten Einfluss auf die Membran, bzw. auf die Spreitung von
Vesikeln haben konnen [108,109,208-215]. Ferner fiihrt die Komplexbildung zwischen
DMPS und Ca”* zur Verringerung der AbstoBungskrifte der geladenen DMPS-Lipiden,
wodurch eine dichtere laterale Packung der Lipide erreicht wird [35], [216]. Die dichtere
Packung bedingt einer Abnahme des Flichenbedarfs pro Lipidmolekiil (surface area per
molecule) und eine vertikale Streckung der Lipide [216]. Es kommt so zu einer Ca®™
bedingten Dehydratisierung der Phospholipide, was zu einer Zunahme der hydrophoben
Wechselwirkungen innerhalb der Lipidmembran [211] fiihrt.

SPS-Messungen (Abb. 5.14) der Vesikelspreitung an reinen DPPTE-Schichten zeigten eine
Zunahme der optischen Schichtdicke (gleichbedeutend mit einer Zunahme des
Resonanzwinkels ©, siehe Kapitel 4) um 1,7£0,5 nm in 0,1 M NaCl (-A-), bzw. von
2,484+0,5 nm (n = 1,5 [59] ) nach Spiilen mit Ca’*-Puffer (-0-). Dieser Effekt kann, wie
oben bereits diskutiert, mit einer forcierten Vesikelspreitung und durch die Ca’*-bedingte
vertikale Streckung der Lipide erkliart werden. Die Zunahme der Schichtdicke liegt mit
2,48+0,5 nm im zu erwartenden Bereich (2,5 - 3 nm) fiir eine aus DMPC/DMPS

bestehende Monolage.
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Abb. 5.14: SPS-Messungen vor (-0-) und nach Vesikelspreitung (DMPC/DMPS) auf einer reinen
DPPTE-Monolage (15 h assembliert) in 0,1 M NaCl (-o-) und Ca’*Puffer (-A-). Deutlich ist eine
Zunahme des Resonanzwinkels ® (gleichbedeutend einer Schichtdickenzunahme in Folge der
Vesikelspreitung zu erkennen. Eine weitere Zunahme erfolgt durch den Wechsel auf Ca-Puffer. (---
Fitt der Kurven).

In Abb. 5.15 ist die Kinetik der Vesikelspreitung von DMPC/DMPS-Vesikeln auf 15
Stunden assemblierten DPPTE-Monolagen gezeigt. Die Kinetik zeigt den fiir hydrophobe
Oberflachen typischen Kinetikverlauf: Schnelle oberfliachliche Anlagerung und Spreitung
der Vesikel und langsamer Ubergang in die Sittigung.
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Abb. 5.15: SPS-Kinetikkurven der Vesikelspreitung (DMPC/DMPS) auf einer reinen DPPTE-
Monolage (15 h assembliert) in 0,1 M NaCl. Deutlich ist eine Zunahme der optischen Schichtdicke zu
erkennen.
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5.1.2.2 Vesikelspreitung auf durch Koadsorption priparierten biniren Monolagen

Die Vesikelspreitung von DMPC/DMPS-Lipiden (200 uM Endkonzentration) auf
koadsorbierten 2-Mercaptoethanol/DPPTE-Schichten (in 2,8 mM 2-Mercaptoetanol/l mM
DPPTE-Chloroform-Losung, 15 h assembliert) dulerte sich ebenfalls in einer Abnahme der
Kapazitit (siche Abb. 5.16). Sie nahm in dem hier gezeigten Beispiel von 3,4 pF/cm?® der
Submonolagen zunichst in 0,1 M NaCl, 37° C nur geringfiigig ab. Durch das Spiilen mit
Ca2+-Puffer, 37° C, trat eine weitere Abnahme der Kapazitit auf 1,8 ;,IF/cm2 der

Lipiddoppelmembran ein (Begriindung siehe Kapitel 5.1.2.1).
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Abb. 5.16: Frequenzreduzierter Admittanz-Plot vor (-0-) und nach Vesikelspreitung (DMPC/DMPS)
auf einer 15 h koadsorbierten bindren Monolage (2-Mercaptoethanol/DPPTE) in 0,1 M NaCl (-0-)
und Ca™-Puffer (-A-). Deutlich ist eine Abnahme der Kapazitit durch die Vesikelspreitung zu
erkennen (Schnittpunkt des Halbkreises mit der y-Achse). Eine weitere Abnahme der Kapazitit
erfolgt durch den Wechsel auf Ca-Puffer. Kurven ohne Symbol geben die Fits, unter Verwendung
des Ersatzschaltkreises R(RC), der jeweiligen Messkurve wieder.

Der hydrophobe Anteil der koadsorbierten Monolage ist bereits mit einem Bedeckungsgrad
von 81 % (AFM-Bildanalyse) sehr hoch, was auch aus dem Kontaktwinkel von 103° dieser
Schicht hervorgeht. Demnach sollte hier eine im Vergleich zu den reinen DPPTE-
Schichten &dhnliche Kapazitat fiir die Lipiddoppelmembran zu erwarten sein, da

hydrophobe Oberflichen attraktive Oberflachen fiir die Vesikelspreitung darstellen
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[101,196,217]. Firr die Membrankapazitit von 1,84 ;,IF/cm2 ergibt sich rechnerisch ein
Bedeckungsgrad von 81 % (unter Beriicksichtigung einer theoretischen Schichtdicke von 5
nm und einem egipig von 2,25 [194], sowie der Kapazitit von 8,1 pF/cm2 (experimentell
ermittelt) fiir eine mit Mercaptoethanol bedeckten Elektrode, sieche Kapitel 4). Die Qualitit
der Membran ist anhand der Kapazitit als qualitativ unzureichend einzuschitzen, denn die
Kapazitit der Membran wird bei einem Bedeckungsgrad < 97 % von den
Membrandefekten dominiert [29]. Aus diesem Grund und des schlechter zu
kontrollierenden Aufbaus der Submonolage (siche AFM-Daten) durch die Koadsorption

wurde dieser Weg der Priparation nicht weiter verfolgt.

5.1.2.3 Vesikelspreitung auf zweistufig priparierten (2-step self-assembling) biniren

Submonolagen

Die Priparation der Submonolage erfolgt wie bereits beschrieben. Auf dieser Schicht
wurden DMPC/DMPS Vesikel (200 pM) in 0,1 M NaCl-Losung, bei 37° C
Puffertemperatur fusioniert und mit Ca**-Puffer (37° C) gespiilt.
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Abb. 5.17: Optische Schichtdickenzunahme Ad durch Spreitung von DMPC/DMPS- bzw.
DMPC/DPhytPS-Vesikeln auf bindren Submonolagen aus 2-Mercaptoethanol und DPPTE
unterschiedlicher Assemblierungs-zeiten der zweiten Priparationsstufe (gemessen nach dem
Wechsel auf Ca’*-Puffer bei 37° C. Zum Vergleich wurde die durch die Vesikelspreitung von
DMPC/DMPS-Lipiden auf reinen DPPTE-Submonolage (15 h assembliert) erreichte Schichtdicken-
zunahme Ad mit aufgefiihrt.
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SPS-Messungen wurden vor und nach der Vesikelspreitung angefertigt, sowie nach Spiilen
mit Ca’*-Puffer. Auch hier zeigte sich eine weitere Schichtdickenzunahme infolge des
Wechsels zum Ca’*-Puffer. Die Schichtdickenzunahme (A d) infolge Vesikelspreitung und
nach Uberfiihrung der Membran in Ca>*-Puffer ist in Abb. 5.17 (oben) in Abhiingigkeit der

verschiedenen Assemblierungszeiten gezeigt.

In allen Fillen liegt die Dickendnderung der bindren Monolagen unter denen der reinen
DPPTE-Submonolagen. Fiir die drei Priparationen 15/20, 15/15 und 15/7.5 liegt die
Schichtdickenzunahme mit 1,5 nm (15/7,5-Probe) bis 1,65 nm ( 15/15-Probe) im unteren
Bereich der Schichtdicken die H. Wieder unter der Verwendung gleicher
Vesikelzusammensetzung auf reinen DPPTE-Schichten angibt (1,5 - 2,0 nm [60]) bzw.
unterhalb der Schichtdicken, die Lingler et al fiir die Spreitung reiner DMPC-Vesikel auf
reinen DPPTE, bzw. auf reinen Alkanthiolschichten unterschiedlicher Kettenldnge findet
(1,8 - 2,3 nm [105]). Trotzdem sprechen die Schichtdickenzunahmen in allen Fiéllen eher

fiir eine Vesikelfusion als fiir eine Vesikeladsorption. Fiir letztere wiren wesentlich groflere

Schichtdickeninderungen zu erwarten. Die etwas zu geringen Schichtdickeninderungen
lassen eher auf eine unvollstiindige Bedeckung mit Lipid schlieen. Um einen eindeutigen
Aufschluss tiber Qualitit der entstandenen Lipiddoppelmembranen zu bekommen wurden

hierzu EIS-Messungen vorgenommen.

Der Kapazititsverlauf infolge der Vesikelspreitung ist in Abb. 5.18 fiir verschiedene
Assemblierungszeiten gezeigt. Da fiir Assemblierungszeiten < 10 h keine Abnahme der
Kapazitit infolge der Vesikelspreitung in der EIS beobachtet wurde, ist davon auszugehen,
dass die beobachtete Schichtdickeninderung (Abb. 5.17) bei der 15/2,5- und der 15/7,5-
Submonolage durch die Adsorption von teilgespreiteten Vesikeln bedingt sein muss (Abb.
5.18). Die Kapazititsabnahme durch die Spreitung von DMPC/DMPS-Vesikeln
(Konzentration 200uM) auf Schichten lidngerer Assemblierungszeiten (15/12,5 und 15/15)
zeigen jedoch eine deutliche Spreitung an. Infolge der Vesikelspreitung erreicht die 15/15-
Oberflache (-A-) als einzige eine Kapazitit unter 0,5 pF/cmz. Im Mittel werden fiir diesen
Oberflachentyp  Kapazititen von  0,610,18 ;,lF/cm2 erreicht.  Alle anderen
Assemblierungszeiten zeigen wesentlich hohere Kapazititen fiir eine Lipiddoppelmembran

auf, bzw. zeigten durch die Vesikelspreitung nur eine Kapazititserhohung. Daher sind
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diese Assemblierungszeiten fiir den Aufbau von Membranmodellen nicht geeignet (gilt nur
fiir die hier verwendeten Versuchsparameter). Das Optimum fiir den Aufbau einer aus
2-Mercaptoethanol/DPPTE und DMPC/DMPS bestehenden Modellmembran liegt somit

bei einer Assemblierungszeit von 15 h im zweiten Préiparationschritt.
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Abb. 5.18: Kapazitit als Funktion der Zeit bei Vesikelspreitung auf verschiedenen Monolagen. Die
Abnahme der Kapazitit infolge der Spreitung von DMPC/DMPS-Vesikeln hat ihr Optimum fiir eine
Assemblierungszeit von 15 h im zweiten Priparationsschritt des 2-step self-assemblings (15/15
Probe, -A-). Als Vergleich ist die Vesikelspreitung auf einer reinen DPPTE-Schicht (-o-) mit
aufgetragen. Die Pfeile signalisieren den Wechsel auf Ca’*-Puffer.

Die Pfeile in Abb. 5.18 signalisieren den Wechsel auf Ca2+-Puffer, d. h. der markierte
Datenpunkt wurde nach dem Pufferwechsel gemessen. Die Kapazitit nimmt erst nach dem
Pufferwechsel ab. Fine Ausnahme stellt die 15/15-Oberfliche dar. Das vorliegende
Beispiel weist bereits eine Abnahme der Kapazitit von 3,35 pF/em® auf 0,57 uF/cm?
infolge der Vesikelspreitung in 0.1 M NaCl auf und nimmt nur noch geringfiigig auf 0,43
pF/cm2 durch den Pufferwechsel ab (siche Abb. 5.19). Die Vesikelspreitung ist durch den
hohen hydrophoben Charakter dieser Oberflache zu erkldren (Kontaktwinkel ~ 100-103°
(advancin angle), bzw. ein Bedeckungsgrad mit DPPTE von ~ 97 % (Wert aus AFM-
Bildanalysen)). Die Kapazitit dieser sBLM entspricht der der black lipid membranes
(BLM's).
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Abb. 5.19: Frequenzreduzierter Admittanz-Plot vor (-0-) und nach Vesikelspreitung (DMPC/DMPS)
auf einer zweistufig praparierten biniren Monolage (aus 2-Mercaptoethanol/DPPTE, 15/15-Probe) in
0,1 M NaCl (-0-) und Ca**-Puffer (-A-). Deutlich ist eine Abnahme der Kapazitit (Schnittpunkt des
Halbkreises mit der y-Achse) zu erkennen. Eine weitere geringfiigige Abnahme der Kapazitit erfolgt
durch den Wechsel auf Ca**-Puffer. Kurven ohne Symbol geben die Fits, unter Verwendung des
Ersatzschaltkreises R(RC)C wieder. Rechts ist ein vergroferter Ausschnitt der Graphen fiir die
Lipiddoppelschicht dargestellt.

In Abb. 5.19 und 5.20 sind die Admittanz- und Nyquist-Plots wihrend der Spreitung von
DMPC/DMPS-Vesikeln auf die 15/15-Oberfliachen gezeigt.
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Abb. 5.20: Nyquist-Plot vor (-O- bzw. —) und nach Vesikelspreitung (DMPC/DMPS) auf einer
15/15-Submonolage in 0,1 M NaCl (-o- bzw. ---) und Ca-Puffer (-A- bzw. +). Deutlich ist eine
Widerstandsabnahme zu erkennen (Schnittpunkt des Halbkreises mit der x-Achse). Eine
geringfiigige Erholung des Widerstandes erfolgt durch den Wechsel auf den Ca2+—Puffer, jedoch
bleibt der Widerstand der Lipiddoppelmembran insgesamt kleiner als der der Monolage. Kurven
ohne Symbol geben die Fits unter Verwendung des Ersatzschaltkreises R(RC)C wieder.
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Die niedrigen Kapazititen der auf den  15/15-Oberflichen  priparierten
Lipiddoppelmembranen miissten einen hohen Widerstand der Membran erwarten lassen.
Leider liegt der Widerstand der Membran (-A- und -0-) ebenso wie bei der oben diskutierte
reinen DPPTE-Monolage unter dem Wert der Submonolage (-o0-) (Abb. 5.20). Jedoch
nimmt der Widerstand durch das Spiilen mit Ca**-Puffer geringfiigig wieder zu, bleibt aber
mit 32 kQcm? weit unter dem Widerstand von 399 kQcm” der Submonolage (ausgewerteter

Messbereich: 20000 Hz bis 0,0796 Hz).

Abb. 521 zeigt den zeitlichen Verlauf der Widerstandsinderung wihrend der
Vesikelspreitung von DMPC/DMPS-Lipiden auf den zweistufig préaparierten bindren

15/15-Oberfldchen unterschiedlicher Assemblierungszeiten an.
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Abb. 5.21: Zeitliche Widerstandsinderung durch die Spreitung von DMPC/DMPS-Vesikeln auf
durch  2-step  self-assembling  préparierten  biniren = Monolagen  unterschiedlicher

Assemblierungszeiten. Die Pfeile signalisieren die erste Messung nach dem Wechsel auf Ca™-
Puffer.

Alle in Abb. 5.21 gezeigten Oberflichen weisen eine Abnahme des Widerstands infolge
der Vesikelspreitung auf. Die Pfeile zeigen die erste Messung in Ca**-Puffer an. Der Ca”*-

Puffer weist einen wesentlich geringeren Effekt auf die Widerstinde aus, als auf die in

Abb. 5.18 gezeigten Kapazitidtswerte.

Der Verlauf der Kapazititsinderung (Abb. 5.18) zeigt, dass die Fusion recht langsam ist.
Aus diesem Grund wurden fiir die kommenden Experimente DMPC/DPhytPS-Lipide
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verwendet. Das DPhytPS-Lipid besitzt aufgrund reduzierter Van-der-Waals-
Wechselwirkungen eine niedrigere Phaseniibergangstemperatur als das DMPS und sollte

somit bei 37° C beweglicher (fluider) als das DMPS sein.

Es ist anzumerken, dass die Kapazititen der Lipiddoppelmembranen sehr gut

reproduzierbar sind, die Widerstinde jedoch einen groflen Streubereich aufweisen.

Abb. 522 zeigt die Kapazitit als Funktion der Zeit wihrend der Fusion von
DMPC/DPhytPS-Lipiden (gleicher Konzentration) auf den durch 2-step self-assembling
préiparierten Monolagen. Wie bei der Vesikelspreitung von DMPC/DMPS-Vesikeln lag das
Optimum beziiglich des Spreitungsverhaltens bei den 15/15-Proben. Die Kapazititen der
15/15-Oberflichen erreichen dabei schneller deutlich kleinere Werte als die der kiirzeren

Assemblierungszeiten.

104 M
x R
= ¥
T - A 1EME
=4 7 15125
= 1 1510
0 v W— 1575
e [V
‘B
E 21 [ q"\'-u-.. p P
| YR T eT——
VIRTN V,'?.r.w;-‘ﬂm
Aasanasaa Adssa
0 T T T v T v T T 1
0 400 800 1200 1600

Fusionsdauer t [min.]

Abb. 5.22: Kapazititsdnderung als Funktion der Zeit wihrend der Vesikelspreitung auf zweistufig
praparierten binaren Submonolagen, Die 15/15-Probe (- & -] zeigt das beste Spreiiungsverhalten von
DMPCS  DPhyvitPS-Vesikeln, Ak einer  Assemblicrungszeit = 7.5 h (%) im  zweilen
Préparationsschritt findet keine Vesikelspreitung mehr statt. Die Pfeile signalisieren die erste
Messung nach dem Wechsel auf Ca**-Puffer.
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Die 15/15-Oberfldchen erreichen hier Kapazititen von 0,5810,1 pF/cmz, wohingegen die
Kapazitiaten der anderen Oberflachen (15/12,5 und 15/10) bei > 1 pF/cm2 bleiben. Ab
Priparationszeiten < 7,5 Stunden im zweiten Priparationsschritt (15/7,5-Probe) findet nur
noch eine Zunahme der Kapazitit infolge der Vesikelspreitung statt, was auf
Vesikeladsorption hinweist. Der Wechsel auf den Ca®*-Puffer forciert keine weitere
Abnahme der Kapazitit wie es bei der Spreitung von DMPC/DMPS-Vesikeln der Fall ist
(siehe Abb. 5.18, oben).

Es wird deutlich, dass erst mit einem relativ hohen hydrophoben Anteil (~ 97% aus der
AFM-Bildanalyse) in der Submonolage mit einem sehr guten Spreitungsverhalten
(Kapazititen < 1 pF/cm?®) gerechnet werden kann (hierzu siehe auch Versuche mit
DMPC/DPhytPS). Steinem et al [68] findet fiir die durch direkte Vesikelspreitung von
DPPTE/DMPC-Vesikeln auf Gold hergestellten Membranen (siehe Kapitel 3) mit
0,6310,02 uF/cm’® ihnliche Werte fiir die Kapazitit der Modellmembran, tatsichlich
gemessene Widerstinde werden dort nicht angegeben. Jedoch bendtigt die von Steinem et
al verwendete Priparationstechnik mit 6 h Fusionsdauer relativ lange fiir die Ausbildung
der Lipiddoppelmembran. Des Weiteren wird in der Arbeit von Steinem angegeben, das
mindestens ein Anteil von 50 % an DPPTE fiir das Erreichen niedriger Kapazititen notig
ist. Es ist anzunehmen, dass auf Grund von Austauschvorgingen ein wesentlich hoherer
hydrophober Anteil nach einer Fusionszeit von 6 h oberflichlich gebunden vorliegt, als
dies der Molenbruch der Vesikelzusammensetzung widerspiegelt. Letzteres wurde von
Wieder [60] unter Verwendung der gleichen Priparationstechnik und den gleichen Lipiden
(DPPTE und DMPC) wie bei Steinem et al, berichtet. H. Wieder fand, dass unabhingig
vom Molenbruch, bei Verwendung von sehr langen Fusionszeiten (15 - 20 h) ein
Bedeckungsgrad von 80 % - 85 % mit DPPTE vorliegt. In der Arbeit v. H. Wieder werden
Kapazititen von etwa 1 ;,IF/cm2 fir eine DPPTE/DMPC-Membran, bzw. 0,9 ;,IF/cm2 fir
DPPTE/DMPC/DMPS-Membranen angegeben.

Im Vergleich erreichen die Oberflichen der 15/15-Proben, die durch die 2-step self-
assembling Technik hergestellt wurden, bei Verwendung von DMPC/DPhytPS-Vesikeln,

bereits nach einer Fusionsdauer von 60 Minuten Kapazititen deutlich unter 1 pF/cm?, die
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dann aber noch weiter auf die in der Tabelle 5-1 zusammengefassten Werte (< 0,6 pF/cmz)

absinken.

Préparationsmethode

Vesikel

Cspm [WF/cm’]

Zweistufen-Methode

(2-step self-assembling) 15/15-DMPC/DMPS 0,610,18
15 min. Mercaptoethanol/ 15 h 15/15-DMPC/DPhytPS 0,5810,1
DPPTE
Koadsorption 15 h
Mischung aus DMPC/DMPS 1,84
Mercaptoethanol/DPPTE
100 % DPPTE
) DMPC/DMPS 0,5240,03
15 h assembliert
Direkte Vesé(gizpreltung auf DPPTE-DMPC 1
(H. Wieder [1]) DPPTE-DMPC/DMPS 0,9
Direkte Vesikelspreitung auf
Gold DPPTE-DMPC 0,631+0,02

(Steinem et al [4])

Tab. 5-1: Ubersicht iiber die
Membrankapazititen.

durch verschiedene Priparationstechniken erreichten

Die Ergebnisse der verschiedenen Membranpriparationstechniken der vorliegenden sowie

aus vorangegangenen Arbeiten sind in Tabelle 5-1 zusammengefasst. Sie zeigt deutlich die

Uberlegenheit der sBLM's auf Basis der durch die Zweischritt-Methode hergestellten

bindren Submonolagen. Die Kapazititen entsprechen durchaus den fiir BLM's gemessenen

Werten. Lediglich das System von Steinem et al zeigte vergleichbare Kapazititen.

Weniger giinstig féllt der Vergleich mit der BLM im Fall der Widerstinde aus. Abb. 5.23

zeigt die zeitabhidngige Widerstandsiinderung infolge der Spreitung von DMPC/DPhytPS-

Vesikeln auf den durch 2-step self-assembling priparierten bindren Submonolagen nach

verschiedenen Assemblierungszeiten (selben Proben wie bereits in Abb. 5.22 gezeigt).
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Abb. 5.23: Widerstandsidnderung durch die Spreitung von DMPC/DPhytPS-Vesikeln auf durch 2-
step self-assembling priparierten bindren Monolagen zu unterschiedlichen Assemblierungszeiten.
Die Pfeile signalisieren die erste Messung nach dem Wechsel auf Ca>*-Puffer.

Eine Zunahme des Widerstandes infolge der Vesikelspreitung ist fiir fast alle Oberflichen
zu beobachten. Lediglich die 15/7,5-Probe zeigt ein anderes Bild. Hier sinkt der
Widerstand durch die Vesikelspreitung, beginnt jedoch bei vergleichsweise hohen Werten.
Bei allen anderen Assemblierungszeiten ist eine weitere Zuname des Widerstands infolge
des Pufferwechsels zu beobachten, jedoch hat der Pufferwechsel hier kaum einen Einfluss
auf die Kapazitit (siche Abb. 5.22). Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit der
Erwartung, dass die Vesikelspreitung auch mit einer Zunahme des Widerstandes
einhergeht. Aufgrund der hoheren Beweglichkeit (Fluiditit) der DPhytPS-Lipide und den
Ergebnissen aus der EIS kann auf ein besseres Spreitungsverhalten der DMPC/DPhytPS-
Lipidmischung geschlossen werden. Daraus lédsst sich auch erkldren, warum der
Pufferwechsel keinen Einfluss auf die Kapazitit, aber einen deutlichen auf den Widerstand
hat. Der Ca®*-Puffer fiihrt lediglich nur noch zu einer stirkeren Ordnung innerhalb der
Membran (Widerstandszunahme) aber nicht mehr zu einem hoheren Bedeckungsgrad.
Wieder erreicht dhnlich hohe Widerstinde (im Bereich von 100 kQcm? [60]), wie sie in

dem vorliegenden System erreicht werden. Im Vergleich zu BLM's (Widerstinde im Mega-
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und Giga-Ohm Bereich [207]) sind die Widerstéinde relativ niedrig (10*-10° Qcm?). Dazu
ist zu beachten, dass selbst geringe Defektraten groBe Auswirkungen auf die
Membranwiderstinde besitzen, was durch Gl 5-1 [181] verdeutlicht wird, wobei & den
Grad der Bedeckung angibt. Die Defekte und damit die Widerstinde der Defekte Rpefekte
sind dabei parallel zu der Membran, bzw. dem Membranwiderstand Rygempran @angeordnet.
Die Membrandefekte diirfen dabei nicht als statische Defekte, bzw. als lochartig angesehen

werden.

R R

gesamt Membran

1 0] 1-0
= + Gl. 5-1
RDefekte

Unter Annahme eines idealen Membranwiderstands von 1 GQecm?’ [207] und einer
Defektrate von nur 0,1 %, ergibt sich unter der Verwendung von 60 Qcm’ fiir die
Widerstinde der Defekte (entspricht dem Elektrolytwiderstand) bereits nur noch ein

theoretischer Gesamtwiderstand Rgesam: von knapp 20 kQcm?>.

Durch die Spreitung von DMPC/DPhytPS-Vesikeln auf den bindren 15/15-Submonolagen
werden hohere Widerstéiinde erreicht als durch die Spreitung von DMPC/DMPS-Vesikeln.
Durch die groBere Beweglichkeit der DPhytPS-Lipide gegeniiber den DMPS-Lipiden
konnen Defekte in der Lipidmembran leichter ausheilen, was zu hoheren Widerstinden

fiihrt.

Abb. 5.24 zeigt die Kinetik (SPS) der Vesikelspreitung (DMPC/DPhytPS) auf einer 15/15-
Probe in 0,1 M NaCl bei 37° C. Deutlich ist eine stetige Zunahme der Filmdicke zu
erkennen, die schlieBlich einen Gleichgewichtszustand erreicht. Die relativ lange
Fusionszeit des in Abb. 5.24 gezeigten Beispiels im Vergleich zu Abb. 5.22 ist dadurch zu
erkldren, dass die Submonolagen fiir die SPS-Messungen auf polykristallinem Gold
pripariert wurden. Eine thermische Nachbehandlung der Goldelektrode zur Ausbildung
monokristalliner Goldterrassen wie bei den Mica/Au(111)-Elektroden (siche Kapitel 6) mit
einer geringeren Rauigkeit [132], ist bei der Verwendung von LaSFIN9-Glas nicht moglich,

da dieses Spezialglas den benotigten Temperaturen von 650° C nicht standhiilt.
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Abb. 5.24: SPS-Kinetikkurve der Vesikelspreitung (DMPC/DPhytPS) auf einer 15/15-Monolage in
0,1 M NaCl, 37° C.

Das Vorhandensein einer Lipidmembran konnte auch durch AFM-Messungen bestitigt
werden, in dem nach der erfolgten Vesikelspreitung von DMPC/DPhytPS-Vesikeln auf
einer 15/15-Monolage, die Lipidmembran mit der AFM-Spitze entfernt werden konnte
(Abb. 5.25).
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Abb. 5.25: AFM-Aufnahme einer 15/ 15—DMIi|3TC/DPhytPS—Membran (contact mode, NaCl). Durch
Anwendung hoherer Scan-Krifte konnte die gesamte Lipiddoppelmembran (bindre 2-
Mercaptoethanol/DPPTE-Schicht und DMPC/DPhytPS-Schicht) innerhalb des Rechtecks entfernt
werden. Durch eine Sektionsanalyse (line scan, rechts) ergibt sich eine Hohendifferenz zwischen
den beiden Zeigern von ~ 4,4 nm,
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Das Ausmessen der Hohendifferenz (durch Erstellen eines Querschnittprofils (line scans))
zwischen der kompletten Schicht und der entfernten Schicht ergab eine Differenz von ~ 3,7
bis 4,1 nm. Die Hohendifferenz fiir eine DMPC/DMPS-Membran ebenfalls auf einer
15/15-Monolage ergab mit etwa 5 nm etwas hohere Schichtdicken (Daten nicht gezeigt).

Die sich in den AFM-Messungen ergebenden Gesamtschichtdicken fiir eine solche
Lipidmembran stimmen recht gut mit denen durch SPS-Messungen bestimmten
Schichtdicken iiberein: 15/15-Monoschicht = 2,6+0,16 nm, DMPC/DPhytPS-Schicht =
1,65 0,05 nm => ~ 4,25 nm. Die geringen Abweichungen zwischen den Ergebnissen aus
den SPS-Messungen und den AFM-Messungen konnen durch die etwaige Kompression der
Membran durch den AFM-Tip bedingt sein, die bei den DMPC/DPhytPS-haltigen
Membranen stirker zu erwarten ist als bei den DMPC/DMPS-haltigen, da das DPhytPS
eine hohere Beweglichkeit in der Membran besitzt als das DMPS (aufgrund verringerter

Van-der-Waals-Wechselwirkungen).

Zusammenfassende Diskussion zum Mechanismus der Vesikelspreitung:

Das unterschiedliche Verhalten der verschiedenen Submonolagen hinsichtlich der
Vesikelspreitung wird wie folgt erkliart: Fiir die Vesikelspreitung auf hydrophoben, bzw.
hydrophilen Oberflichen werden unterschiedliche Mechanismen diskutiert. Abb. 5.26
(unten) [211] zeigt die derzeit diskutierten Spreitungsmodelle auf hydrophilen (A u. C),
bzw. auf einer hydrophoben Oberfliche (B). Allen diskutierten Mechanismen ist die zuerst
erfolgende Adsorption intakter Vesikel gemeinsam. Freie Oberflichenenergien fithren
schlieBlich zur Destabilisierung der Vesikel, was schlieBlich die Ruptur und Spreitung der
Vesikel bedingt [211], [199], [105]. Bei bindren Monolagen muss zwischen homogen
gemischten und phasenseparierten Monolagen unterschieden werden. Letztere weisen
sowohl hydrophobe als auch hydrophile Bereiche auf. Jeder Oberflachenbereich gibt fiir
sich Anlass zur Vesikelspreitung [196] gemédfl den oben erwihnten Mechanismen.
Gemischte Monolagen dagegen sind zumeist weder eindeutig hydrophil noch eindeutig
hydrophob. Solche Oberflichen fithren lediglich zur Adsorption von ganzen oder
teilgespreiteten Vesikeln [60,143]. Dominenbildung sollte daher die Vesikelspreitung
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begiinstigen. Das erklidrt, warum die Zweischritt-Methode bessere Ergebnisse als die
Einschritt-Methode liefert. Fiir die Vesikelspreitung auf bindren Monolagen muss
besonders in den Grenzbereichen hydrophob/hydrophil ein komplexer Mechanismus
angenommen werden. Jenkins et al [217] untersucht das Spreitungsverhalten von Vesikeln
auf gestempelten bindren Monolagen, mit einem definierten Verhiltnis von hydrophob zu
hydrophil, wobei die Dominengrole der gestempelten hydrophilen und hydrophoben
Dominen zueinander variiert wurden, jedoch nicht das Gesamtverhéltnis hydrophob zu
hydrophil. Er stellte ein besseres Spreitungsverhalten der Vesikel auf Monolagen mit
kleinen hydrophilen Dominen als auf solchen mit grolen hydrophilen Doménen fest. Er
schloss daraus, dass die Grenzbereiche zwischen hydrophoben und hydrophilen Flichen
besonders destabilisierend auf die Vesikel wirken und/oder die Grenzbereiche als

Keimbildungszentren der Membranbildung angesehen werden konnen.

I3

e
-

o L4 3

Abb. 5.26: Modellvorstellung der Vesikelspreitung auf hydrophilen (A u. C), bzw. hydrophoben (B)
Oberfliachen.

Auf der anderen Seite stellen aber hydrophobe Oberflichen sehr attraktive Oberflidchen fiir
die Vesikelspreitung dar [101,196,217], weswegen ein Grofliteil der treibenden Kraft fiir die

Vesikelspreitung dem hydrophoben Charakter zugesprochen werden muss. Versucht man
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die in der Literatur diskutierten Mechanismen der Vesikelspreitung auf das in diesem
Kapitel verwendete System zu iibertragen, so kann unter der Beriicksichtigung des
zunechmenden hydrophoben Anteils mit fortschreitender Assemblierungszeit der
hydrophobe Effekt auch hier als Hauptausloser fiir die Vesikelspreitung angesehen werden.
Der von Jenkins et al diskutierte Grenzflicheneffekt (edge effect) kann hier ebenfalls als
weiter treibende Kraft fiir die Vesikelfusion diskutiert werden. Offensichtlich liegt bei den
zweistufig préparierten 15/15-Oberflichen (2-step self-assembling) ein optimales
Verhiltnis aus hydrophob zu hydrophil vor. Die hydrophilen Doménen sind ausreichend
klein, um nicht zu einer ausschlieflichen Vesikeladsorption zu fithren, so dass die
vorherrschenden Oberflichenenergien geniigend Stress auf die zunichst adsorbierten

Vesikel ausiiben um sie zu destabilisieren und zu fusionieren.

5.1.2.4 Zusammenfassung des Kapitels 5.1.2

Koadsorbierte Oberfliachen zeigten aufgrund der uncharakteristisch
hydrophilen/hydrophoben FEigenschaften in der EIS nur eine geringe Tendenz zur
Vesikelspreitung. Die Kapazitit der koadsorbierten bindren Submonolagen nahm durch die
Vesikelspreitung nur geringfiigig ab. Deutlich bessere Ergebnisse konnten auf den
zweistufig praparierten DPPTE/Mercaptoethanol-Submonolagen erreicht werden, wobei
sich eine 15stiindige Assemblierungszeit im zweiten Priparationsschritt fiir den
Membranaufbau als optimal erwies. Die Doménenstruktur der Submonolage begiinstigt die
Spreitung, da die Vesikelspreitung bevorzugt auf eindeutig hydrophilen oder hydrophoben
Oberflichen abladuft. Als Hauptausloser der Vesikelspreitung werden die hydrophoben
Dominen der zweistufig priparierten Oberfldchen angesehen, wobei die Grenzflidchen der
Domiénen vermutlich unterstiitzend auf die Spreitung wirken. Durch die Verwendung von
DMPC/DPhytPS-Vesikeln konnte aufgrund der im Gegensatz zum DMPS-Lipiden hoheren
Fluiditit der DPhytPS-Lipiden eine CaQ‘L-unabh'angige, spontane und schnelle Spreitung der
Vesikel erreicht werden. Unterschiede zeigten sich auch in den Widerstinden der
Membranen unterschiedlicher Lipidmischungen. DMPC/DPhytPS-haltige Membranen
zeigten hohere Widerstinde als die DMPC/DMPS-haltigen Membranen.
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Die zweistufige Priparationsmethode (2-step self-assembling) stellt damit eine wesentliche
Verbesserung gegeniiber dem bisher iiblichen Priparationsverfahren der Thiol-
Submonolage durch Koadsorption dar und wurde deshalb unter Verwendung einer
15stiindigen Assemblierungszeit im zweiten Préparationsschritt zum Aufbau von

Membranen zur Untersuchung der Annexin V-Mutanten angewendet.

5.1.3 Anwendung der sBLM zur Untersuchung der in vitro-Kanaleigenschaften der

Annexin V-Mutanten und deren Hemmung

Die Kanaleigenschaften eines gentechnisch verinderten Annexin V (Fusionsprotein aus
Wildtyp Annexin V und Strep-tag II [130], [218]) und dessen reversible Hemmung durch
Streptavidinbindung wurde an dem oben beschriebenen optimierten sBLM-System

untersucht.

5.1.3.1 Proteinbindung

Zunichst wurde das Bindungsverhalten der Annexin V-Mutante (in Ca”*-Puffer) an die
Membran, bzw. der Streptavidin-Mutante 1 and die Annexin V-Mutante, sowie deren
kompetitive Verdringung durch das D-Desthiobiotin untersucht. Hierfiir wurde eine auf

einer reinen DPPTE-Monolage aufgebauten DMPC/DMPS-Membran verwendet.

In Abb. 5.27 (unten) ist die Kinetik der Membranbindung von Annexin V (a), der
Streptavidinbindung (b) und dessen kompetitive Verdringung (c) gezeigt.

Die sprunghafte Zunahme der Schichtdicke infolge der Proteinbindung (a und b) zeigt dass
die Bindung der Proteine sehr schnell ist. Die Bindung von Annexin V (Endkonzentration
von 0,385 uM [60]) ist nach ca. 30 Minuten weitestgehend abgeschlossen, wobei der
grofite Anstieg in der Schichtdicke innerhalb von ca. 4 Minuten stattfindet.
Titrationsexperimente (SPS-Messungen) zeigten, das unter der Verwendung einer

0,385 uM Annexin V-Konzentration eine maximale Belegung der Membran mit Annexin
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vorliegt. Durch SPS-Messungen vor und nach der Annexinbindung konnte eine optische
Schichtdickenzunahme von 3,2+0,2 nm verzeichnet werden, was gut mit dem theoretischen
Wert der vertikalen Proteinabmessung (ermittelt mit RasMol an dem Annexin V-Typ
1A8A) von 3 nm iibereinstimmt. Die Bindung der Streptavidin-Mutante 1 (K4 von ~ 1 uM
[130]) an die Annexin V-Mutante resultiert ebenfalls in einer sehr schnellen Zunahme der
optischen Schichtdicke, was auf eine schnelle Bindung schlieBen ldsst. Die
Schichtdickenzunahme durch die Streptavidinbindung (Endkonzentration von 0,985 uM)
sollte auf Grund der Proteinabmessungen des Streptavidins (Streptavidin-Mutante 1: 53,3
kDa (Tetramer), Dicke 4 nm [219]) im Vergleich zum Annexin V (Annexin V-Mutante:
35,9 kDa, Dicke 3 nm, ermittelt mit RasMol an dem Annexin V-Typ 1A8A) grofier

ausfallen.
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Abb. 2.27: Kinetik (SPS) der Annexin V-Membranbindung (a). Daran schliet sich die Bindung der
Streptavidin-Mutante 1 an das Annexin V an (b). Durch die Zugabe von Desthiobiotin findet eine
kompetitive Verdringung des Streptavidins von seiner Bindungstelle statt (c). Rechts ist die
Annexin V-Membran Bindung nochmals vergréflert dargestellt. Die Messung fand in Ca-Puffer
statt.

Als Grund fiir die etwas zu gering ausfallende Schichtdickenzunahme wird eine
gegenseitige sterische Behinderung der Streptavidine infolge ihrer Abmessungen
angenommen, da das Streptavidin-Tetramer deutlich groBer ist als das Annexin V. Auch
kann die Zuginglichkeit der Bindungsstellen infolge von Oberflidchenrauigkeiten des hier

verwendeten thermisch aufgedampften Goldes [132] verringert sein. Die Zugabe von



5 Ergebnisse und Diskussion 155

D-Desthiobiotin (Endkonzentration von 0,125 mM) zeigt keinen vollstindigen Riickgang
der Schichtdicke auf den urspriinglichen Wert. Vermutlich kann das Streptavidin nur
teilweise von seiner Bindungsstelle kompetitiv verdriangt werden. Eigentlich ist auf Grund
der hohen Dissoziationskonstanten Kq von ~ 1 uM [130] (gemessen unter Verwendung des
freien Strep-tag 1I-Proteins und der Streptavidin-Mutanten 1) eine vollstindige
Verdringung zu erwarten. Jedoch kann auch hier die Zuginglichkeit der Bindungsstelle
sterisch bedingt erschwert sein. Die erniedrigte Affinitéit kann ebenfalls auch der Grund fiir

etwas gering ausfallende Schichtdickenzunahme durch die Bindung von Streptavidin sein.

5.1.3.2 Proteinaktivitit

Unter Annexin V-Einwirkung ist eine Abnahme des Membranwiderstands und eine
Zunahme der Membrankapazitit zu erwarten, da das Annexin V die Membranintegritit
stort und gleichzeitig Kanaleigenschaften aufweist. Durch die Streptavidinbindung soll die
zentrale Pore im Annexin V (verantwortlich fiir die Leitfidhigkeit) mechanisch blockiert
werden. Die Membrankapazitit und der Membranwiderstand miissten sich dann wieder
ertholen und zu ihrem Ursprungswert vor der Annexinbindung an die Membran
zuriickkehren [60]. Dieser Mechanismus soll durch die Zugabe von D-Desthiobiotin und
der kompetitiven Verdringung des Streptavidins von seiner Bindungsstelle reversibel sein.
H. Wieder [60] konnte zwar die Kanaleigenschaften der Annexin V-Mutanten, sowie die
Hemmung an dem von ihm verwendeten Membransystem nachweisen, beobachtete jedoch

keine Reversibilitit, obwohl es méglich war, das Streptavidin zu verdriangen.

Die Untersuchung der Kanaleigenschaften der Annexin V-Mutanten erfolgt zunéchst unter
Verwendung einer auf einer reinen DPPTE-Submonolage aufgebauten DMPC/DMPS-
Membran, sowie auf Membranen, die durch die Spreitung von DMPC/DMPS-, bzw.
DMPC/DPhytPS-Lipiden auf zweistufig priparierten bindren 15/15-Monolagen hergestellt
wurden. Der Aufbau der Membranen erfolgte unter Beibehaltung der oben genannten
Versuchsbedingungen. Fiir die Durchfithrung der EIS wurden die in Abschnitt 5.1.2.3

genannten Konzentrationen verwendet.
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In Abb. 5.28 ist die zeitliche Anderung der elektrischen Eigenschaften unter dem Einfluss
der Annexin V-Mutanten auf unterschiedliche sBLM's gezeigt. Vergleicht man die
Kapazitits- und Widerstandsénderung (siche Abb. 5.28), so zeigt sich, dass die Annexin V-
Mutante auf Lipidmembranen, die auf einer bindren zweistufig priparierten 15/15-
Monolage (DMPC/DPhytPS -e-, DMPC/MMPS -A-) aufgebaut wurden, schneller
Aktivitdt zeigt, als auf einer reinen DPPTE-Monolage (-m-) aufgebauten DMPC/DMPS-

Membran.
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Abb. 5.28: Zeitliche Anderung der elektrochemischen FEigenschaften unterschiedlicher
Modellmembranen unter dem Finfluss der Annexin V-Mutanten.

Der deutlich schnellerer Eintritt der Annexin V-Wirkung auf die 15/15-Proben (-e-, - A-)
lasst unter der Beriicksichtigung des Wirkmechanismus des Annexin V (siehe Kapitel 1)
auf eine bessere Beweglichkeit der Lipidmolekiile innerhalb der Membran schlieen, da
das Annexin auf die Membranintegritit storend einwirkt. Bei weniger rigiden Membranen
ist eine leichtere Storung der Membranintegritiat durch das Annexin V zu erwarten. Die
Bestimmung der Fluiditit der in dieser Arbeit aufgebauten sBLM's durch FRAP-
Messungen konnte nicht durchgefiihrt werden. In solchen Systemen tritt wegen des
geringen Abstands der Membran zur Goldelektrode Fluoreszenzloschung infolge eines

Energietransfers vom Fluorophor zum Gold (quenching) auf.
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Die Verwendung von DPhytPS anstelle von DMPS in der Lipidmischung zeigt beziiglich
des zeitlichen Verlaufs der Proteinaktivitit keine signifikanten Unterschiede, jedoch im
Ausmafl der Widerstands- und Kapazititsdnderung. Bei den DMPC/DPhytPS-haltigen
Membranen nimmt die Kapazitit unter Annexin V-Einfluss mit einem steilen Anstieg
stetig zu, wohingegen sich die Kapazitit der DMPC/DMPS-haltigen Membranen zu

Anfang stark #ndert, aber mit zunehmender Zeit fast stagniert.

Die sich in der Spreitung von DMPC/DPhytPC gezeigten Vorteile auf einer durch 2-step
self-assembling préparierten bindren 15/15-Monolage (15 min. 2-Mercaptoethanol/15 h
DPPTE, siche oben) und der relativ schnellen Ausprigung der Leitfdhigkeit durch das
Annexin V (Membranwiderstand sinkt, Membrankapazitit steigt), sprechen fiir die
Verwendung dieser Modellmembran zur Untersuchung der reversiblen Hemmung der
Annexin V-Mutanten. Die Zunahme der Membrankapazitit unter dem Einfluss des
Annexin V konnte jedoch durch die Zugabe von Streptavidin nicht unterbrochen werden

(siehe Abb. 5.29).
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Abb. 5.29: Zeitliche Anderung der Kapazitit unter Annexin V-Einfluss auf eine auf einer biniren
15/15-Monolage (2-Mercaptoethanol /DPPTE, 2-step self-assembling) aufgebauten DMPC/
DPhytPS-Modellmembran und der Versuch der Hemmung durch Streptavidinzugabe.

Hierfiir sind zundchst zwei mogliche Griinde anzunehmen: a) Das Annexin V kann nicht
durch die Bindung von Streptavidin gehemmt werden oder b) es findet eine irreversible

Schidigung der Membran durch das Annexin V statt. Ersteres wurde bereits von H. Wieder
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widerlegt [60], der eindeutig die Hemmung der Kanaleigenschaften durch das Streptavidin
zeigen konnte. Dies kann auch im Rahmen dieser Arbeit bestiitigt werden (siche unten).
Unter der Einbeziehung des Wirkmechanismus des Annexin V ist die irreversible
Schidigung der Membran wie folgt denkbar: Es ist zu erwarten, dass die Storung der
Membranintegritit durch das Annexin V bei weniger rigiden Membranen erleichtert ist.
Die laterale Beweglichkeit DPhytPS-Lipide sollten infolge der im Vergleich zum DMPS
reduzierten Van-der-Waals-Wechselwirkungen etwas erleichtert sein. Aufgrund der
geringeren  Van-der-Waals-Wechselwirkungen innerhalb einer  DPhytPS-haltigen
Membran, ist auch eine geringere Stabilitit der Membran denkbar, die dann dem Einfluss

des Annexins nicht standhilt.

AFM-Aufnahmen einer mit Annexin V (0,385 uM) belegten DMPC/DMPS- bzw. einer
DMPC/DPhytPS-Membran (beide auf einer 15/15-Monolage aufgebaut) zeigen deutliche
Unterschiede in der Oberflidchentopographie (Abb. 5.30).

20 10,0 nm 10,0 nm

5.0

Abb. 5.30: AFM-Aufnahmen der Oberflichenbelegung einer DMPC/DPhytPS- (linkes Bild) bzw.
einer DMPC/DMPS-Membran (rechtes Bild) mit Annexin V, aufgebaut auf einer 15/15-Monolage
(2-step self-assembling) unter gleichen Versuchsbedingungen.

Eine wesentlich deutlichere Strukturierung der Oberfldche durch das Annexin V wird auf
den DMPC/DPhytPS-Membranen beobachtet. Als Ursache wird hier, wie bereits diskutiert,

eine Veridnderung der Membran unter dem Einfluss des Annexin V angenommen.
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Durch das Entfernen der Annexin-Schicht mit dem AFM-Tip (Abb. 5.31 b) kommt die
darunter liegende Membran zum Vorschein. Die beobachtete Strukturierung ist bei einer
15/15-DMPC/DPhytPS-Membran vor der Annexinbindung nicht zu erkennen (Abb. 5.31

a), sie kann jedoch auch durch Annexincluster verursacht sein.
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Abb. 5.31: AFM-Aufnahme (contact mode) einer 15/15-DMPC/DPhytPS-Membran in Ca’*-Puffer
ohne Annexin V-Mutante (a) und mit partiell abgeschabter Annexin-Schicht (Quadrat) (b).

Die darunter liegende Membran ldsst sich mit der AFM-Spitze entfernen (Abb. 5.32,
unten). Hieraus ergibt sich ebenfalls eine Hohendifferenz zwischen der Annexin-Schicht

und der membranfreien Fliache von ~ 7 nm.

Abb. 5.32: AFM-Aufnahme (contact mode) einer mit Annexin V-Mutanten bedeckten 15/15-
DMPC/DPhytPS-Membran in Ca”*-Puffer mit partiell entfernter Annexinschicht (groBes Rechteck)
und ebenfalls partiell entfernter Membran (kleines Quadrat). Rechts ist die Sektionsanalyse (line
scan) dieser Schicht dargestellt.
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Unter der Beriicksichtigung, dass AFM-Messungen auf reine 15/15-DMPC/DPhytPS-
Membranen eine Schichtdicke von 3,7 nm bis 4,1 nm ergaben (siche oben) und fiir das
Annexin V eine optische Schichtdicke von 3,210,2 nm, bzw. von 2,9+0,4 nm (siche unten)
angegeben werden kann, wurde tatsdichlich der unter der Proteinschicht liegende
Membranbereich freigelegt. Die sichtbaren Strukturen koénnen Cluster oder einzelne
Annexine darstellen, allerdings ldsst sich dies nicht zweifelsfrei nachweisen. Die
Strukturierung konnte daher auch dem Einfluss des Annexins auf die Membran
zugeschrieben werden. Trotz der relativ niedrigen Annexin-Konzentration in der Messzelle
von 0,385 uM zeigen die AFM-Bilder eine hohe Belegungsdichte der Membran mit der

Annexin V-Mutanten.

Aus den bereits erwihnten Stabilititsgriinden musste zur Untersuchung der reversiblen
Hemmung des Annexin V mit Streptavidin auf eine 15/15-DMPC/DMPS-Membran
zuriickgegriffen werden. In Abb. 5.33 ist zeitliche Anderung der elektrochemischen
Membraneigenschaften unter Annexin V-Einfluss, sowie die reversible Hemmung der
Kanaleigenschaften durch das Streptavidin (Endkonzentration in der Zelle 0,985 uM) auf
einer 15/15-DMPC/DPMS-Membran gezeigt.
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Abb. 5.33: Kinetik (EIS) der reversiblen Hemmung der Kanaleigenschaften von Annexin V
mittels Streptavidin. Pfeile, bzw. grau markierte Datenpunkte zeigen die erste Messung nach
Zugabe von Annexin V, Streptavidin oder Desthiobiotin an. Gemessen auf einer 15/15-
DMPC/DMPS-Membran.
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Es kann gezeigt werden, dass die Inhibierung der Kanaleigenschaften der Annexin V-
Mutanten mittels Streptavidin, sowie die kompetitive Verdringung durch D-Desthiobiotin
(Endkonzentration in der Zelle 0,125 mM) moglich ist. Das von Skerra entwickelte
Konzept, das Annexin mit einer Regulierungseinheit fiir die Kanaleigenschaften zu

versehen (siehe Kapitel 1), konnte somit experimentell bestitigt werden.

In Abb. 5.33 ist ebenfalls zu erkennen, dass die Hemmung der Annexin V-Mutanten erst
verzdgert erfolgt, obwohl, wie in der Bindungsstudie gezeigt (siche Abb. 2.27), eine recht
schnelle Bindung stattfindet. Der verzogerter Wirkungseintritt der Proteinhemmung kann
durch die geringe Beweglichkeit der Membranlipide bedingt sein, da anzunehmen ist, dass
die Wiederherstellung der durch das Annexin V gestdrten Membranintegritdt sehr lange
dauert, bzw. die Storung der Membran noch nicht vollstindig abgeschlossen ist. Die
Rigiditit der Membran ist vermutlich auch fiir den sehr spit eintretenden maximalen
Annexin V-Effekt verantwortlich. Eine vollstindige Hemmung des Annexin V ist hier
nicht moglich, da weder der Widerstand noch die Kapazitit ihre Ursprungswerte erreichen.
Grund hierfir kann die bereits oben diskutierte unvollstindige Belegung aller
membrangebundenen Annexine mit Streptavidin sein (siche Bindungskinetik), bzw. das
eine 100 %ige mechanische Blockade der zentralen Pore im Annexin ausbleibt. Lediglich
von den GroBenabmessungen der zentralen Pore im Annexin V von (.1 nm im inaktiven
Zustand und 1,7 nm im aktiven leitfihigen Zustand [220] betrachtet, sollte ein Verschluss
der Pore durch das Streptavidin moglich sein (Abmessungen: 5,6 nm x 4,2 nm x 4,2 nm
[221]). Gleichfalls ist eine vollstindige Reaktivierung des Annexins durch die kompetitive
Verdringung des Streptavidins nicht moglich. Auch hier ist, wie bereits oben diskutiert,
eine unvollstindige Verdriangung des Streptavidins von seiner Bindungsstelle am Annexin
V anzunehmen, was bereits in der SPS-Kinetik der Proteinbindung gezeigt wurde. Grund
kann ebenfalls eine schlechte (sterisch bedingte) Zuginglichkeit der Bindungstaschen im
Streptavidin sein, die das Biotinanalogon des Strep-tag 11 aufnimmt. Des Weiteren ist die
Affinitdt des hier verwendeten Strep-tag II zur Streptavidin Mutanten 1 nicht besonders

hoch [130].

Vergleicht man die Proteinaktivitit auf einer 15/15-DMPC/DPhytPS-Membran mit der auf
einer DPPTE-DMPC/DMPS-Membran, so wird deutlich, dass nur eine schwach
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ausgepriagte Reversibilitit auf der zuletzt genannten Modellmembran zu beobachten ist
(Abb. 5.34). Die anzunehmende hohere Rigiditit der DPPTE-DMPC/DMPS-Membran auf
Grund der unverdiinnten DPPTE-Submonolage, erschwert die Wiederherstellung der

Membranordnung durch die Hemmung des Annexins.
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Abb. 5.34: Vergleich der Annexin V-Aktivitit und der Moglichkeit der reversiblen Hemmung durch
die Streptavidin-Mutante 1 auf verschiedenen Membransystemen.

Im Falle der 15/15-DMPC/DMPS-Membran wird deutlich, dass der Mechanismus der
Proteinhemmung komplexer sein muss, als dass es sich nur um eine mechanische
Verstopfung der zentralen Pore im Annexin V handelt. Unter der Beriicksichtigung, dass
das Annexin peripher an die Membran bindet und durch die Bindung die
Membranintegritit stort, ist eine Vergroflerung der Membrankapazitit unter dem Annexin
V-Einfluss verstindlich. Die Storung der Membranintegritit und die dadurch
hervorgerufene lokale Ionendurchlissigkeit bleibt lange erhalten [119], weswegen davon

ausgegangen werden kann, dass die durch das Annexin hervorgerufene Kapazitétsinderung
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ebenfalls lange bestehen bleiben sollte. Mechanistisch ist daher zu erwarten, dass durch die
Bindung des Streptavidins keine erneute Anderung der Membrankapazitit auftritt, sondern
lediglich eine Erhohung des Widerstands durch die Blockade der zentralen Pore stattfindet.
Abb. 533 und 5.34 zeigen jedoch, dass durch die Streptavidinbindung die
Membrankapazitit abnimmt. Die Verringerung der Kapazitit ist jedoch nur dann denkbar,
wenn die Wechselwirkungen des Annexins mit der Membran abnehmen und so eine
Reorganisation der Membranlipide eintreten kann. Da die Abnahme der Membrankapazitit
durch die Streptavidinbindung hervorgerufen wird, muss das Streptavidin einen Einfluss
auf die Interaktion des Annexins mit der Membran besitzen. Moglicherweise bedingt die
Streptavidinbindung eine Konformationsinderung des Annexins, was dann in einer

weniger ausgeprigten Interaktion mit der Membran resultiert.

5.1.3.3 AFM-Messungen an der Annexin V-Schicht

Neben der peripheren Membranbindung wird auch die Membranintegration des Annexin V
unter Ausbilddung von trimeren oder hexameren Proteinkomplexen als weiterer
Mechanismus zur Ausprigung der Ionenleitfihigkeit diskutiert [117,222-224]. Die
Integration der Annexine in die Membran sollte dann auch einen Einfluss auf die
Proteinhemmung durch das Streptavidin besitzen. Daher soll durch AFM-Messungen
geklirt werden, ob eine solche Integration in die in dieser Arbeit entwickelte sBLM
stattfindet. Hierzu wurden AFM-Messungen in contact mode und bei ~ 30° C in Ca™-

Puffer durchgefiihrt.

Abb. 5.35 =zeigt das 3-D Oberflichenrelief von membrangebundenen (15/15-
DMPC/DPhytPS-Membran) Annexin V-Mutanten (¢ = 0,289 uM). Deutlich sind einzelne
Erhebungen zu erkennen (blau-griin gefirbt), die einzelnen Annexin V-Mutanten

entsprechen.
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Abb,  3.335: 3D-Ausschnitt  {links) der
Oberflachentopographie ciner 15015
DMPCDPhytPS-Membran  mit sebundenen
Annexin V-Proteinen,  Rechts st der
Cluerschnint dusch die Peobe gezeigt. {AFM-
Messungen in contact-mode und Ca™ -Puffer,
~30°C.)

Die Auswertung der vertikalen Abmessung ergab in z-Richtung 2,910,4 (Abb. 5.36 (a))
nm, die gemessene Linge, bzw. Breite betrug 11,1£1,1 (Abb. 5.36 (b)) bzw. 7,6+1,5 nm
(Abb. 5.36 (¢))
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Abb. 5.36: GauBverteilung der GroBenverhiltnisse einzelner Annexin V-Proteine auf einer 15/15-
DMPC/DPhyPS-Membran. AFM-Messungen in contact-mode und Ca”*-Puffer, ~ 30° C.
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Durch das Ausmessen der Annexinbinderstruktur unter zu Hilfenahme des Programms
RasMol an der Proteinstruktur des Annexin V-Typ 1A8A (Annexin V der Ratte) findet
man fiir die Proteinhéhe 2,8 nm, fiir die Lange 6,7 nm und fiir die Breite 3,2 nm (Messung
der jeweils liangsten Distanz). Die durch AFM-Messungen ermittelte ProteinhShe in z-
Richtung von 2,940,4 nm stimmt innerhalb des Messfehlers, unter der Annahme, dass
keine Deformation des Proteins durch die AFM-Spitze auftritt, gut mit der theoretischen
(2,8 nm), bzw. mit der optischen Schichtdicke (siche SPS-Daten) von 3,24+0,2 nm iiberein.
Die in den AFM-Messungen ermittelten lateralen Abmessungen liegen etwas iiber den
theoretischen Werten, da der Radius der AFM-Spitze hier noch nicht beriicksichtigt wurde
(Abb. 5.37).

W= (F, X )

Abb 5.37: Auflosung kleiner Strukturen durch die AFM-Spitze.

Unter Beriicksichtigung des Radius der AFM-Spitze (wurde hier nicht charakterisiert), der
zweimal zum Tragen kommt (Abb. 5.37), und der Beobachtung, dass die gemessenen
lateralen Abmessungen kleiner sind als die doppelten theoretischen Werte, wird davon
ausgegangen, dass tatsichlich einzelne Annexine auf der Oberfliche abgebildet werden
konnten. Die Annahme, dass die gemessene Linge der tatséchlichen Proteinlinge plus dem
Beitrag der AFM-Spitze entspricht und dass die beobachtete Breite im gleichen Malle
konvolutiert ist, ergibt sich eine errechnete Breite von etwa 3,2 nm und eine Linge von
6,7 nm, die den theoretisch ermittelten Werten entsprechen. Es #dndert sich also das
Lingen- und Breitenverhiltnis nicht. Dieses miisste sich jedoch dndern, wenn zwei
Proteine ldangsseitig dicht nebeneinander ligen. Die Proteinldnge wiirde konstant bleiben,
withrend sich die Breite verdoppelt. Rechnerisch miisste dann eine Breite von iiber 10 nm

gemessen werden (Radius der AFM-Spitze mit beriicksichtigt).
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Wie bereits erwihnt, beschreiben verschiedene Arbeitsgruppen neben der oberflichlichen
Ca’*-abhingigen Membranbindung des Annexin V einen Einbau des Proteins in die
Membran und die auf diese Weise erfolgende Ausprigung der Kanaleigenschaften [224],
[117], [223], [222]. Neumann et al [222] beschreibt die Ausprigung zweier
unterschiedlicher Kanaltypen (Typ I und Typ II) durch das Annexin V. Der von dieser
Arbeitsgruppe  beschriebene  Annexin Typ I-Kanal wird bei sehr hohen
Proteinkonzentrationen von einem trimeren oder hexameren membrandurchspannenden
Annexinkomplex gebildet, wo hingegen der Annexin Typ II-Kanal durch einzelne, peripher
an die Membran gebundene Annexine gebildet wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
trotz der Verwendung sehr hoher Proteinkonzentrationen keine Hinweise auf die
Integration des Annexins in die Lipidmembran gefunden (sieche Abb. 5.35), zumal die
Wahrscheinlichkeit hierfiir, infolge der anzunehmenden geringen Beweglichkeit der
Lipide, als sehr gering einzuschitzen ist. Fiir den Fall, dass es eventuell doch zu einem
geringfiigigen Einbau weniger Annexinkomplexe gekommen ist, ist auch hier die nicht 100
%ig erfolgende Hemmung des Annexins durch eine sterische Behinderung der
Streptavidinbindung denkbar. Die Bindungsstelle fiir das Streptavidin wire somit ebenfalls
nicht frei zuginglich, da die Bindungsstelle im Innern des trimeren oder hexameren

Annexinkomplex liegen wiirde.

5.1.3.4 Zusammenfassung des Kapitels 5.1.3

Die reversible Hemmung der Annexin V-Mutanten durch das Streptavidin konnte eindeutig
experimentell gezeigt werden. Damit konnte das von Skerra entwickelte Konzept, das
Annexin V mit einer Einheit zur Regulation der Kanaleigenschaften zu versehen, erstmals

bestitigt werden.

Die Annexin V-Mutante zeigte nur einen geringfiigigen Einfluss auf eine auf einer
unverdiinnten Submonolage aufgebauten DMPC/DMPS-haltige Membran. Auf den
zweistufig priparierten bindren SBLM's wurde jedoch eine wesentlich schnellere Anderung
der elektrochemischen Eigenschaften der Membranen durch das Annexin V beobachtet als

auf sBLM's mit einer unverdiinnten Submonolage. Dabei erwies sich die DMPC/DMPS-
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haltige Membran als optimal, da die DMPC/DPhytPS-haltige Membran durch das Annexin
irreversibel geschidigt wurde. Die Proteinhemmung und deren Reversibilitit konnte
deshalb auf einer DMPC/DPhytPS-Membran nicht untersucht werden. AFM-Aufnahmen
der Annexin-Schicht auf einer DMPC/DPhytPS-haltigen Membran wiesen eine deutlich
starkere Strukturierung der Oberfliche auf, als eine Annexin-Schicht auf einer
DMPC/DMPS-haltigen Membran. Es wird angenommen, dass diese Strukturierung durch

das Annexin hervorgerufen wurde.

In AFM-Untersuchungen konnten einzelne Annexine unter Verwendung einer geringen
Proteinkonzentration auf der Membran abgebildet werden. Die in den AFM-Messungen
gefundenen Proteinabmessungen stimmen dabei gut mit den theoretischen Werten iiberein.
Zugleich wurden keine Anzeichen fiir die in jiingerer Zeit in der Literatur diskutierte

Membranintegration der Annexine gefunden.

Die Untersuchung der Annexin V-Mutanten stellt damit ein Anwendungsbeispiel der im

vorangegangenen Kapitel beschrieben, zweistufig praparierten bindren sBLM dar.
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5.2 Die Maleinsiureanhydrid-Plasmapolymer (MAH-PP) unterstiitzte
Modellmembran (tBLM)

Das zweite Teilziel der Arbeit bestand in dem Aufbau einer oberflichenverankerten
Membran mit einem groflen Submembranraum. Quellfihige Polymere konnen fiir den
Aufbau des Submembranraums genutzt werden und iibernehmen so Reservoirfunktionen
[29]. Kapitel 3 verweist bereits auf die Bedeutung eines solchen wassergefiillten grofien
Reservoirs zwischen Elektrode und Membran fiir den Einbau [71,72,89,98,100] komplexer
Transmembranproteine. Ebenso hat auch der Submembranraum [58,73] und die Fluiditit
[225,226] der Membran einen groflen Einfluss auf die Funktionalitit der Proteine. Die
Mannigfaltigkeit der Plasmapolymere im Hinblick auf ihre chemische Zusammensetzung,
das Quellverhalten, die Funktionalitit und die Variabilitdt der Schichtdicke priddestiniert
diese Polymere zur Funktionalisierung von Oberflichen [87,141], besonders im Hinblick
auf die Bereitstellung eines wassergefiillten Reservoirs. Daher soll aufbauend auf einer
vorausgegangenen Arbeit von Jenkins et al [87] die dort beschriebene (siche auch
Kapitel 3) Maleinsdureanhydrid-Plasmapolymer (MAH-PP) unterstiitzte Membran
weiterentwickelt werden. Dabei sollen die Nachteile der von Jenkins et al verwendeten
Ca’*-abhiingigen Anbindung der Membran an ein Maleinsiureanhydrid-Plasmapolymer
beziiglich der Empfindlichkeit gegeniiber Elektrolytschwankungen (Komplexierung von
Ca”*-Ionen) vermieden werden. Hierzu werden zwei Strategien verfolgt: A) die Anbindung
der Lipidmembran iiber positiv geladene Lipide an die hydrolysierten, deprotonierten
Carbonylgruppen des MAH-PP. B) die kovalente Anbindung einer Pseudolipidmonolage
durch Aminolyse der Anhydridgruppen mit Decylamin (1-Aminodecan) und der danach
erfolgenden Komplettierung der Membran durch Vesikelspreitung (sieche Kapitel 3).

Die Herstellung der Maleinsdureanhydrid-Plasmapolymere (MAH-PP) erfolgt auf
thermisch aufgedampften Goldelektroden auf Glas (LaSFN9- oder BK7-Glas). Als
Adhisionsvermittler fiir das Polymer wird in einem 30miniitigen Assemblierungsschritt auf
das Gold eine Monolage aus Allylmercaptan [141] (Verwendung einer 6 mM ethanolischen
Allylmercaptan-Losung) aufgebracht. Nach erfolgter Assemblierung und griindlichem
Spiilen der Proben mit wasserfreiem Ethanol und Trocknen mit einem leichten

Stickstoffstrom werden die Proben direkt in den Plasma-Reaktor uiberfithrt. Bei einem
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Basisdruck von < 10~ mbar wurde mit der Polymerisation begonnen, wobei wihrend der
Polymerisation ein Druck von 5 x 10~ mbar infolge des Monomerstroms herrschte. Fiir die
Polymerisation wurde eine Spitzenleistung (Pnax) von 50 W in das System eingespeist,
wobei eine An- und Auszeit des gepulsten Plasmas von 1 ms bzw. 20 ms (duty cycle (DC)
= ton/toft + tofr) flir die Durchfithrung der Polymerisation gewihlt wurde. Die dquivalent
eingespeiste Leistung (Piquiv.) betrdgt demnach 2,4 W (Pigiv. = Pmax DC). Die
Polymerisation wurde 3 bis 4 Minuten lang durchgefiihrt, wobei Filmdicken von
24,7+0,05 nm erreicht wurden. Die verwendeten Reaktionsparameter sind mit denen in
vorausgegangenen Arbeiten vergleichbar [141], [87]. Die so hergestellten Polymerfilme
wurden direkt fiir den Aufbau der Lipidmembran verwendet, wobei zu allen Zeiten auf
Schutzgasatmosphire und Wasserfreiheit geachtet wurde, um eine vorzeitige Hydrolyse

und Hydratisierung des Polymers zu vermeiden.

5.2.1 Quellbarkeit des Maleinsdureanhydrid-Plasmapolymers (MAH-PP)

Die Wasseraufnahmefihigkeit des unter den oben genannten Parametern hergestellten

MAH-PP wird nachfolgend untersucht.

5.2.1.1 Wasseraufnahmefihigkeit des MAH-PP

Das Quellverhalten eines unter Verwendung der gleichen wie in dieser Arbeit verwendeten
dquivalenten Leistung (Piquiv.) von 2,4 W hergestellten und daher vergleichbaren MAH-PP
wurde bereits von Schiller et al [141] untersucht. Sie konnten zeigen, dass die Quellung des
Polymers sehr schnell erfolgt (innerhalb von ca. 30 Minuten). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde festgestellt, dass direkt nach Uberfithrung des trockenen Polymers in Puffer eine
starke Zunahme der optischen Schichtdicke eintrat (24,7+0,05 nm in Luft, 32,5+4,2 nm
direkt nach der Uberfiihrung in Puffer, n = 1,5). Gleichfalls konnte, wie erwartet, eine
Zunahme der Kapazitit und eine Abnahme des Widerstandes beobachtet werden (Abb.

5.38). Die Anderung der elektrochemischen Eigenschaften kann durch die Einlagerung von
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Elektrolyt und der einsetzenden Hydrolyse der Anhydridgruppen erklirt werden. Durch die
Quellung wird die Diffusion von Ionen zur Elektrode erleichtert, was zu einer Abnahme
des Widerstands fithrt. Die Hydrolyse der Anhydridgruppen und die Einwanderung von

Ladungstriagern in das Polymer bewirken die Vergroerung der Kapazitiit.
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Abb. 5.38: EIS-Spektrum eines MAH-PP Films vor (-0-) und nach (-A-) der Quellung in HEPES-
Puffer, pH 8, 37° C.

5.2.1.2 Zusammenfassung des Kapitels 5.2.1

In der elektrochemischen Impedanzspektroskopie (EIS) ist eine Abnahme des Widerstands
und eine Zunahme der Kapazitit durch die Benetzung des Polymers mit Elektrolyt (pH 8)
zu beobachten. Die Verinderung der elektrochemischen Eigenschaften des Polymers wird
der durch die Quellung des Polymers hervorgerufenen Hydrolyse der Anhydridgruppen im
MAH-PP und der erleichterten Diffusion der Ionen zur Elektrode zugeschrieben.
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5.2.2 Membranaufbau auf plasmapolymerisierten Maleinsdureanhydrid-Filmen

In den nachfolgenden Kapiteln werden verschiedene MAH-PP unterstiitze Membranen
vorgestellt. Dabei wird zwischen der direkten elektrostatischen und der kovalenten

Anbindung der Membran an das Polymer unterschieden.

5.2.2.1 Direkte elektrostatische Anbindung der Lipidmembran auf plasma-

polymerisierten Maleinséiureanhydrid-Filmen

Fiir den Membranaufbau wurden zunichst die gleichen, wie oben beschriecbenen MAH-PP
hergestellt. Die Vesikelspreitung wurde auf zuvor gequollenen oder gequollenen und

wieder getrockneten Polymerfilmen durchgefiihrt.

Die Spreitung von positiv geladenen DMEPC-Vesikeln (Endkonzentration in der Zelle
200uM) in verschiedenen Puffern (HEPES-Puffer (siehe oben) oder Trizma-Puffer (0,1 M
Trizma, 0,05 M oder 0,1 M NaCl, pH 8) auf zuvor iiber Nacht gequollenen MAH-PP
zeigten eine Zunahme der optischen Schichtdicke von 4,610,4 nm (nach Spiilen mit Puffer)

an (gemessen mit der SPS und unter Verwendung von n = 1,5 fiir das Polymer).
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Abb. 5.39: Vesikelspreitung von DMEPC-Vesikeln auf einem zuvor gequollenen plasma-
polymerisierten Maleinsidureanhydrid-Film in HEPES-Puffer, pH 8, 37° C.
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Der gemessene Wert der optischen Schichtdicke entspricht gut dem theoretischen Wert der
Dicke einer Lipiddoppelmembran von ~ 5 nm (Abb. 5.39). Die Vesikelspreitung ist bereits

nach ca. 12 Minuten weitestgehend abgeschlossen.

Leider zeigen die EIS-Messungen, wie in Abb. 5.40 zu sehen, eine VergroBerung der
Kapazitit und eine Verringerung des Widerstandes durch die Vesikelspreitung. Zusammen
mit den Ergebnissen aus den SPS-Messungen ist darauf zu schlieBen, dass nur eine aus

Fragmenten bestehende Lipidmembran ausgebildet wird.
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Abb. 5.40: Frequenzreduzierter Admittanz-Plot (links) und Bode-Plot vor (-0-) und nach (-A-) der
Vesikelspreitung (DMEPC) auf einem gequollenen MAH-PP Film in HEPES-Puffer, pH 8§, 37° C.
Kurven ohne Symbole reprisentieren die gefitteten Daten.

Auch die Verwendung unterschiedlicher Puffer mit unterschiedlichen Ionenstirken zeigten

keine besseren Ergebnisse.

Der Versuch der Vesikelspreitung auf gequollenen (hydratisierten und hydrolysierten) und
wieder getrockneten (50° C und Vakuum (~ 107 mbar)) plasmapolymerisierten
Maleinsidureanhydridfilmen zeigte jedoch in der Impedanzspektroskopie (EIS) zunéchst
eine geringfiigige Verringerung der Kapazitit, sowie eine geringe Zunahme des

Widerstandes (Abb. 5.41).
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Abb. 5.41: Kinetik (EIS-Messung) der Spreitung von DMEPC-Vesikeln auf einem ungequollenen
plasmapolymerisierten Maleinsdureanhydrid-Film in HEPES-Puffer, pH 8, 37 ° C.

Mit fortschreitender Zeit nimmt der Gesamtwiderstand des Systems jedoch wieder ab.
Gleichzeitig tritt eine Zunahme der Kapazitit auf. Mechanistisch kann dies durch eine
Uberlagerung zweier Effekte, der Quellung und der Vesikelspreitung, diskutiert werden.
Die oberfliachliche Adsorption von Vesikeln und ihre Spreitung iiberkompensiert
anfinglich die gleichzeitig auftretende Quellung des Polymerfilms. Aus diesem Grund
beobachtet man zunichst eine Abnahme der Kapazitit und eine Zunahme des
Widerstandes. Die Effekte, die aus der Vesikelspreitung herrithren, werden zunehmend von
der Quellung des Polymers kompensiert, bis schliefSlich der Effekt der Quellung iiberwiegt.
Es tritt dann infolge der Einwanderung von Ladungstrigern in das Polymer wihrend der

Quellung eine Zunahme der Kapazitit und eine Abnahme des Widerstandes ein.

Der Vergleich der Vesikelspreitung auf ungequollenen Filmen mit der auf gequollenen
Filmen zeigt deutlich, dass auf gequollenen Filmen keine Spreitung stattfindet. Jenkins et al
[87] erreichte mit der Anbindung negativ geladener Lipide iiber Ca*-Ionen an ein
vergleichbares Maleinsdureanhydridpolymer (gequollen) deutlich niedrigere Kapazititen
(0,6 uF/cm®). Offensichtlich sind die elektrostatischen Wechselwirkungen im Vergleich zu

der Anbindung der Lipide iiber Ca’*-Ionen in dem hier gesuchten Ansatz zu gering, um
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eine ausreichende Vesikelspreitung zu forcieren. Aus diesem Grund wurde dieses Konzept

nicht weiter verfolgt.

5.2.22 Aufbau der Lipidmembran auf Decylamin modifizierten plasma-

polymerisierten Maleinsiureanhydrid-Filmen

Der zweite verfolgte Ansatz zum Aufbau einer MAH-PP unterstiitzten Modellmembran
bestand in der Funktionalisierung des Polymers mit einem primdren Amine, das mit den
Sédureanhydridgruppen des Polymers unter Ausbildung einer Amidbindung reagieren kann.
Die Aminolyse der Maleinsidureanhydridgruppen eines oberflichengebundenen MAH-PP
unter Verwendung von Decylamin (1-Aminodecan) wurde bereits von Schiller et al [141]
nachgewiesen. Jedoch wurde dieser Ansatz bisher nicht zum Aufbau einer Modellmembran

herangezogen.

5.2.2.2.1 Funktionalisierung mit Decylamin

Schiller et al [141] verwendete fiir die Aminolyse eine Reaktionszeit von 40 Minuten. In
Kapitel 5.1.2 konnte gezeigt werden, dass nur auf sehr hydrophoben Oberflichen mit
einem hydrophoben Anteil der bindren Submonolage von mindestens 80 % (aus AFM-
Bildanalyse), bzw. einem Kontaktwinkel (H,0) von > 100° mit einer Vesikelspreitung zu
rechnen ist. Daher sollten durch die Funktionalisierung des Polymers ebenfalls hydrophobe
Oberfliichen generiert werden. Um eine moglichst vollstindige Uberfithrung der
oberflichlichen Anhydridgruppen in das entsprechende Amid zu erreichen, wurde die
Reaktionszeit auf 15 Stunden ausgedehnt. Hierzu wurden die MAH-PP Filme direkt nach
der Plasmapolymerisation in reines wasserfreies Decylamin, versetzt mit etwas
Triethylamin (1 %) als Protonenfinger, tiberfithrt und dort fiir 15 Stunden belassen. Danach
wurde die Probe mit wasserfreiem Aceton und Ethanol mehrfach gespiilt und in einem
Stickstoffstrom getrocknet. Dabei wurde zu allen Zeiten auf eine moglichst wasserfreie
Umgebung geachtet, um einerseits die Hydrolyse der Anhydridgruppen zu verhindern,

bzw. der vorzeitigen Wasseraufnahme des Polymers vorzubeugen. Abb. 5.42 zeigt die
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FTIR-Spektren von Bernsteinsdureanhydrid (a) und MAH-PP Filmen, die unter
Verwendung der gleichen Pjqy. hergestellt wurden. Spektrum (b) reprisentiert ein
unfunktionalisiertes MAH-PP, wihrend das Spektrum (c¢) einen MAH-PP Film nach einer

15stiindigen Reaktionszeit mit Decylamin zeigt.
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Abb. 5. 42: FTIR-Spektrum des Bernsteinsdureanhydrids (a), eines unmodifizierten MAH-PP Films
(b) und eines Decylamin modifizierten MAH-PP Films (c).

Das FTIR-Spektrum des modifizierten MAH-PP zeigt bei einer Wellenldnge von 1730 cm’
und bei 1680 cm’ jeweils einen Peak, der den durch die Aminolyse entstandenen
Carboxylgruppen (C=0O-Bindung) und Amid-Bindungen (C-N-Bindung) zugeordnet
werden kann. Bei einer Wellenlinge von 1600 cm™ tritt ein weiterer Amid-Peak auf. Die
Anwesenheit der Amid-Peaks im Spektrum (c) zeigt deutlich den Erfolg der Aminolyse an.
Die Schulter bei 1780 cm™ und der Peak bei einer Wellenliinge von und 1860 cm™ (C=0-
Bindung) des modifizierten Polymers zeigen das Vorhandensein von Anhydridgruppen im
modifizierten Polymer an. Auch nach einer Reaktionszeit von 15 h findet nur eine
Funktionalisierung der oberen Polymerschicht mit Decylamin statt. Die Funktonalisierung
mit Decylamin und die sich daraus ergebende Zunahme der hydrophoben Eigenschaften,
konnte durch Kontaktwinkelmessungen bestitigt werden. Fiir unbehandelte MAH-PP

Filme betrigt der Kontaktwinkel 621+2° (advancing angle) bzw. 4712° (receding angle),



176 5 Ergebnisse und Diskussion

wohingegen nach der Reaktion mit Decylamin Kontaktwinkel (H>O) von 9312° (advancing

angle) bzw. 81+ 6° (receding angle) gefunden werden.

5.2.2.2.2 SPS- und EIS-Messungen der Vesikelspreitung

Im nachfolgenden Abschnitt wird die Vesikelspreitung unterschiedlicher Lipide
beschrieben. Dabei werden zwei Varianten unterschieden. A) Spreitung von
zwitterionischen DPhytPC-Lipiden und B) Spreitung von gemischten Vesikeln, bestehend
aus dem negativ geladenen DPhytPG und dem zwitterionischen DPhytPC.

A) Spreitung von zwitterionischen DPhytPC-Lipiden

Abb. 5.43 zeigt die Vesikelspreitung von DPhyPC (Endkonzentration 200 pM) auf
Decylamin modifizierten ungequollenen MAH-PP Filmen in 0,1 M NaCl bei 37° C. Durch
die Vesikelspreitung wurde eine optische Schichtdickenzunahme von ~ 5,3 nm (n = 1,5)
verzeichnet. Durch das Spiilen konnte loses adsorbiertes Material (Oligomere oder
kurzkettige Polymerfragmente, bzw. adsorbierte Vesikel) entfernt werden, was in einer
Abnahme der optische Schichtdicke auf 4,7 nm resultierte. Fiir die Spreitung von reinen
DPhytPC-Vesikeln ist eine theoretische Schichtdickenzunahme von 3,4 nm zu erwarten
[99], was der Dicke einer reinen DPhytPC-Monolage entspricht. Der Unterschied zwischen
theoretischer Schichtdicke und gemessener optischer Schichtdicke wird dem Quellen des
Polymers zugeordnet, da die Vesikelspreitung direkt auf dem ungequollenen Polymer
erfolgt. In Abb. 5.43 ist ebenfalls die Kinetik (SPS) der Vesikelspreitung gezeigt. Der erste
Teil der Kurve, der einen steilen Anstieg der optischen Schichtdicke zeigt, wird aufgrund
der erreichten  Schichtdicke iliberwiegend der  Vesikelspreitung zugeordnet
(~ 2,25 nm, entspricht ungefdhr der Dicke einer Lipidmonoschicht). Daran anschlieBend
zeigt der Kurvenverlauf eine verzdgerte Zunahme der Schichtdicke, die keine Sittigung
erreicht. Dieser Kurvenabschnitt kann der ebenfalls einsetzenden Quellung zugeordnet
werden. Aufgrund der einsetzenden Quellung kénnen keine genauen Aussagen iiber die

Vesikelspreitung und die erreichte Schichtdicke getroffen werden, da anzunehmen ist, dass
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eine Abnahme des Brechungsindexes mit der Quellung des Polymers einsetzt. Der
Brechungsindex geht jedoch in die Berechnung der Schichtdicke mit ein (sich Kapitel 4)
und muss fiir eine genaue Angabe der Schichtdicke bekannt sein. Abb. 5.43 zeigt ebenfalls,
dass fiir die gleichzeitige Quellung und Vesikelspreitung nur eine relativ geringe

Schichtdickenzunahme auftritt, was auf eine Anderung des Brechungsindex hinweist.
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Abb. 5.43: Vesikelspreitung auf Decylamin modifiziertem MAH-PP in 0.1 M NaCl, 37° C. Kinetik
(SPS) der Vesikelspreitung (links) und SPS-Messung vor (-0-) und nach der Vesikelspreitung und
Spiilen (-A-). Kurven ohne Symbol reprisentieren die gefitteten Daten.

Um hier eine bessere Aussage treffen zu konnen ist die Anwendung der EIS von
besonderer Wichtigkeit. In Abb. 5.44 ist die impedanzspektroskopisch gemessene Kinetik
der Vesikelspreitung gezeigt. Hierzu wurden FEinzelspektren zu verschiedenen Zeiten
aufgezeichnet und mit Hilfe eines Ersatzschaltkreises angefittet (hierzu sieche Kapitel 4).
Die sich daraus ergebenden Kapazititen und die Widerstinde der Decylamin-Schicht, bzw.
der Hybridmembran (aus Alkylketten des Decylamids und des DPhytPC) wurden gegen die

Zeit aufgetragen.
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Abb. 5.44: Kinetik (EIS) der Vesikelspreitung auf Decylamin modifiziertem MAH-PP in 0.1 M
NaCl, 37° C. Widerstands- (-0-) und Kapazititsanderung (-A-) wihrend der Vesikelspreitung auf
einem ungequollenen Film. (Verwendeter Ersatzschaltkreis R(RC).

Deutlich ist zunichst eine Abnahme der Kapazitit (-A-) auf 0,94 ;,IF/cm2 und eine Zunahme
des Widerstandes (-0-) auf 600 kQcm® durch die Vesikelspreitung im ersten Teil der
Kurven (innerhalb 1 Stunde) zu sehen. Mit fortschreitender Fusionsdauer setzt jedoch eine
Zunahme der Kapazitit ein, die dann deutlich die Ausgangskapazitit der
Polymer/Decylamid-Schicht iibersteigt. Etwas frither als die Zunahme der Kapazitiit setzt
die Abnahme des Widerstandes ein. Es werden ebenfalls Werte deutlich unter denen der
ungequollenen Polymer/Decylamid-Schicht erreicht. Dies zeigt an, dass bereits zu Beginn
der Vesikelspreitung die Quellung der Polymerschicht einsetzt und schlieBlich die
Spreitung dominiert. Wie bereits oben diskutiert, ist davon auszugehen, dass es auch hier
infolge der Quellung zur ZerreiBung der ausgebildeten Lipidmembran kommt, was

letztendlich die geringe Stabilitét dieses Membransystems bedingt.
B) Spreitung von negativ geladenen DPhytPG und zwitterionischen DPhytPC-
Lipidmischungen

Um die Stabilitit der Lipidmembran auf Decylamin modifizierten MAH-PP Filmen zu

verbessern, wurde eine Kombination aus Komplexierung mit Ca’*-Tonen [87] und
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kovalenten Anbindung der Membran durch die Funktionalisierung der Membran mit
Decylamin wie unter A) beschrieben, gewihlt. Dazu wurden Vesikel aus zwitterionischen
DPhytPC- und negativ geladenen DPhytPG-Lipiden im Mischungsverhiltnis 7:3
hergestellt. Die in basischen Puffern negativ geladenen DPhytPG-Lipide sollen hierbei die
Aufgabe iibernehmen, die Fusion der Vesikel wihrend der Quellung weiter voranzutreiben

und die durch die Quellung entstehenden Liicken innerhalb der Membran aufzufiillen.

In Abb. 5.45 ist die Zunahme der optischen Schichtdicke infolge der Vesikelspreitung von
DPhytPC/DPhytPG-Lipiden (Endkonzentration 200 uM) in Ca-Puffer (10 mM Trizma, 100
mM NaCl, 5 mM CaCl,, pH 8) gezeigt.
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Abb. 5.45: Vesikelspreitung auf ungequollenem Decylamin modifiziertem MAH-PP in Ca**-Puffer,
37° C. Kinetik (SPS) der Vesikelspreitung (links) und SPS-Plot vor (-o-), bzw. nach der
Vesikelspreitung und Spiilen (-A-).Kurve ohne Symbol reprisentieren die gefitteten Daten.

Durch die Vesikelspreitung wird eine optische Schichtdickenzunahme von 3,8+0,3 nm (n =
1,5) verzeichnet (nach dem Spiilen der Membran). Auch hier konnte loses adsorbiertes
Material (Oligomere oder kurzkettige Polymerfragmente, bzw. adsorbierte Vesikel) durch
Spiilen entfernt werden, was in einer Abnahme der optischen Schichtdicke resultierte. Fiir
die Spreitung von reinen DPhytPC-Vesikeln ist eine theoretische Schichtdickenzunahme

von 3.4 nm zu erwarten [99], was der Dicke einer reinen DPhytPC-Monolage entspricht.
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Die etwas iiber diesem Wert gemessene optische Schichtdicke ist auch hier durch das
gleichzeitige Einsetzen der Quellung zu deuten. Wie oben bereits angefiihrt, fillt die
Schichtdickeniinderung fiir die gleichzeitige  Vesikelspreitung und  Quellung
verhidltnismifBig gering aus. Dies kann jedoch mit einer Abnahme des Brechungsindexes
wihrend der Quellung erkldart werden. Der Vergleich der beiden Systeme zeigt eine
Beschleunigung der Vesikelspreitung durch die zusitzliche Komplexierung der Lipide.
Auch in diesem Versuch wird keine Gleichgewichtseinstellung erreicht. Vielmehr nimmt
zum Versuchsende die optische Schichtdicke wieder ab, was ebenfalls der Abnahme des
Brechungsindexes infolge der Quellung zugeordnet wird. Um genauere Informationen iiber

den Verlauf der Vesikelspreitung zu erhalten ist auch hier die EIS die Methode der Wahl.

Abb. 5.46 zeigt die EIS-Kinetik der Vesikelspreitung.
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Abb. 5.46: Kinetik (EIS) der Vesikelspreitung von DPhytPC/DPhytPG-Lipiden auf Decylamin
modifiziertem MAH-PP in Ca®*-Puffer, 37° C. Widerstands- (-o-) und Kapazitatsinderung (-A-)
wihrend der Vesiklespreitung auf einem ungequollenen Film. (Verwendeter Ersatzschaltkreis
R(RC)RC), wobei hier nur das erste RC-Glied gezeigt ist).

Wie auch in Abb. 5.44 gezeigt, nimmt hier ebenfalls der Widerstand infolge der
Vesikelspreitung  zunidchst zu, gefolgt von einer sehr frith einsetzenden

Widerstandsabnahme. Die Widerstandsabnahme wird auch hier der Quellung der
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Polymerschicht zugeschrieben. Insgesamt fillt auf, dass auch bei Verwendung des Ca™*-
Puffers und der negativen Lipide keine Verbesserung des Membranwiderstandes zu
erreichen ist. Vielmehr sind die gemessenen Widerstéinde selten hoher als 2,5+0,8 kQcm?
(Widerstand der Decylamid-Monolage = 0,410,2 chmz). Es ist anzumerken, dass das hier
beschriebene System im Gegensatz zu dem unter A) beschriebenen System zwei
Zeitkonstanten, also zwei Halbkreise im frequenzreduzierten Admittanz-Plot aufweist
(Abb. 5.47). Dadurch ist kein direkter Vergleich der Absolutwerte der Widerstinde

moglich, sondern nur die zeitabhiingige Anderung der Widerstinde.
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Abb. 5.47: Frequenzreduzierter Admittanz-Plot vor (-0-) und nach (-A-) erfolgter Versikelspreitung
von DPhytPC/DPhytPG-Lipiden in Ca**-Puffer. Kurven ohne Symbol reprisentieren die gefitteten
Daten unter Verwendung des Ersatzschaltkreises R(RC)(RC).

Die Kapazitit nimmt wihrend der Vesikelspreitung jedoch noch iiber einen ldngeren
Zeitraum ab (siche Abb. 5.46), was dem durch die Ca’*-Tonen erzwungenen zusitzlichen
Einbau an Lipiden zugeschrieben wird. Deutlich ist eine wesentlich ldngere Stabilitédt der
Kapazitit zu erkennen, als dies fiir das Ca*-freie System der Fall ist (siche Punkt A).
Infolge der Vesikelspreitung wird eine Abnahme der Kapazitit von 1,57+0,73 uF/cm?® auf
0,95+0,03 pF/cm” erreicht.
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Triagt man hingegen die Kapazitit und den Widerstand der Polymerschicht gegen die Zeit
auf (2. RC-Glied des Ersatzschaltkreises) so ist zunidchst eine Zunahme des
Polymerwiderstandes infolge der Vesikelspreitung in Ca-Puffer zu erkennen, gefolgt von

einer spit einsetzenden Abnahme des Widerstandes (Abb. 5.48).
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ADbb. 5.48: Zeitliche Anderung des Polymerwiderstandes und der Polymerkapazitit infolge der
Vesikelspreitung von DPhytPC/DPhytPG in Ca**-Puffer.

Ebenfalls zu beobachten ist eine Abnahme der Polymerkapazitit, die spiter jedoch wieder
zunimmt (Abb. 5.48). Da es sich bei dem MAH-PP um einen Polyelektrolyten handelt, ist
anzunehmen, dass wihrend des Quellvorgangs Ca**-Ionen in das Polymer eindringen und
dort zu einer elektrostatischen Vernetzung des Polymers iiber die durch Hydrolyse
entstchenden Carboxylfunktionen (aus den Anhydridgruppen des trockenen Polymers)
kommt. Dadurch ist eine Behinderung der Diffusion von Ionen zur Elektrode denkbar, die
erst mit fortschreitender Quellung erleichtert wird, dann wenn das Polymernetzwerk durch
Wassereinlagerungen maximal "aufgebldht” ist. Dies fithrt dann zur Abnahme des
Polymerwiderstandes. Es ist anzunehmen, dass zunéchst eine Absittigung der Ladungen im
Polymer durch die Ca**-Ionen stattfindet, bzw. eine Immobilisierung von Ladungstrigern

erfolgt. Dadurch bedingt findet eine Reduzierung freier Ladungen an der
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Elektrodenoberflache statt, was eine Abnahme der Polymerkapazitit bewirkt. Mit
fortschreitender Quellung treten weitere Ionen in die Polymerschicht ein, die nicht mehr
fixiert werden konnen. Diese konnen schlieBlich die Elektrode erreichen, was in einer

Zunahme der Polymerkapazitit resultiert.

Tabelle 5-2 fasst noch einmal die wesentlichen Daten des hier beschriebenen Systems

zusammen.
Cm/chm'2 Rm/chm2 Croty/p Fem™ d/nm

vor Spreitung 1,57+0,73 0,420,2 4,1+1,9 24,740,05 (Luft)

32,5142 (Puffer)

nach Spreitung 0,9510,03 2,510,8 5,1£1.0 36,313,8 (gesamt)

Tab. 5-2: EIS- und SPS-Daten des mit Decylamin funktionalisierten MAH-PP vor und nach der
Spreitung von DPhytPC/DPhytPG-Lipiden. C,, und R, = Kapazitit und Widerstand der Membran,
Chroly. = Kapazitit der Polymerschicht, d = optische Schichtdicke.

5.2.2.2.3 FRAP-Messungen an auf Decylamin modifizierten MAH-PP

aufgebauten Lipidmembranen

Die Fluiditit wurde an den gleichen wie oben beschriebenen Decylamin modifizierten
MAH-PP unterstiitzen Membranen untersucht. Der Lipidmischung wurde lediglich ein
fluoreszenzmarkiertes Lipid (NBD-PC, siche Kapitel 1) zugesetzt (1 mol%), wobei die
Gesamtkonzentration an Lipid konstant gehalten wurde. Zur Anwendung kam die in
Kapitel 4 erlduterte Methode der Fluoreszenzwiedererlangung nach Photobleichung

(FRAP).
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A) FRAP-Messungen an einer auf einem Decylamin modifizierten MAH-PP Film

aufgebauten Ca**-freien Membran

Die Vesikelspreitung von DPhytPC/NBD-PC erfolgte direkt nach der Uberfithrung der
Proben in 0,1 M NaCl bei RT. Nach einer Fusionszeit von 10 Minuten wurden die FRAP-
Messungen durchgefithrt. Abb. 5.49 zeigt Aufsicht auf die Membran (links), bzw.

Zunahme der Intensitit (rechts) nach erfolgter Bleichung.
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Abb. 5.49: Aufsicht auf die fluoreszenzmarkierte Membran (links) mit angedeutetem
Bleichungsfeld (Kreis), bzw. der zeitabhingigen Verdnderung der Intensitét (rechts) nach erfolgter
Bleichung.

Nach erfolgter Bleichung des Fluorophors tritt eine sofortige Erholung der Fluoreszenz im
gebleichten Gebiet auf, so dass mit bloBem Auge kein Unterschied zwischen
ungebleichtem und gebleichtem Gebiet festzustellen ist (Abb. 5.49, links). Die
zeitabhingige Aufzeichnung der Fluoreszenzintensitit ergibt einen Diffusionskoeffizienten
D der fluoreszenzmarkierten Lipide innerhalb der Lipidmembran von etwa 17 um?/s. Dabei
findet eine Erholung (recovery) der Fluoreszenzintensitit um ~ 65 % statt. Ubertragen
bedeutet das, dass 65 % der Lipide in der Membran frei beweglich sind. Der sehr hohe
Diffusionskoeffizient weist auf eine sehr hohe Fluiditit dieser Modellmembran hin. Unter
Anwendung von Gleichung 4-33 (Kapitel 4) und Beriicksichtigung der Kapazititen in
Tabelle 5-1 fir die Polymer-/Au-Schicht (4,1 pF/cm®), der Decylamidschicht

(1,57 uFlem?®) und einer Annahme der Schichtdicke fiir die Decylamidschicht von 2 nm
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und der idealen Kapazitit dieser Schicht von 1 uF/cm® bei Annahme einer 100 %
Bedeckung mit Decylamid, ergibt sich aus der EIS ein Bedeckungsgrad des Polymers mit
Decylamid von 81 %. D. h. 81 % der proximalen (Pseudo-) Lipidschicht sind kovalent an
das Polymer gebunden. Umso erstaunlicher ist die hohe Fluiditit dieses Systems, vor allem
im Vergleich zu anderen Modellmembranen, die auf Lipopolymeren aufgebaut wurden.
Naumann et al [26], [74] gibt einen Diffusionskoeffizienten von 17 pmz/s
(bei 40° C) fiir eine auf einem Lipopolymer (1,2-Dioctadecylamin-[poly(ethyloxazolin)]
aufgebauten DMPC/NBD-DMPE-Modellmembran an, die jedoch nur iiber eine
Ankerdichte der proximalen Lipidschicht von 5 % verfiigt. Fiir hohere Ankerdichten von
30 % werden fiir das gleiche System nur noch Diffusionskoeffizienten von 1,1 um?s
angegeben. Strove et al [150] erreichten auf einer an ein Thiol-Polymer-Sandwich-System
elektrostatisch angebundenen Lipidmembran Diffusionskoeffizienten von 0,12-0,21 pmz/s.
Der Submembranraum dieses Membransystems bestand aus einer an das Gold gebundenen
11-Mercaptoundecansiure-Schicht an die eine alternierende Polyion-Schicht bestehend aus
Polydiallyldimethylammoniumchlorid, Polystyrensulfonat und einer abschlieBenden
Polydiallyldimethylammoniumchlorid-Schicht  elektrostatisch ~ angebunden  wurde.
Zusammenfassend ist zu erkennen, dass die auf dem MAH-PP-System aufgebauten
Membranen im Bezug auf die Fluiditit den bisher beschriebenen polymerunterstiitzten
Membransystemen weit iiberlegen sind. Zumal, da elektrochemische Eigenschaften dieser
Systeme noch nicht untersucht worden sind. Somit liegen iiber dieses System bisher keine
Erkenntnisse beziiglich der elektrochemischen Qualitdt vor, was hier als ein weiterer

Nachteil dieser Systeme angesehen wird.

Abb. 5.49 (links) zeigt eine sehr gleichmiBige Verteilung der Fluoreszenzintensitit, was
auf einen sehr homogenen Lipidfilm schlieffen ldsst. Zum Vergleich ist der Grenzbereich
Glas/Membran gezeigt (gestichelte Linie), was die Homogenitiat der Membran nochmals

unterstreicht.
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B) FRAP-Messungen an einer auf Decylamin modifizierten MAH-PP Filmen
aufgebauten Ca**-haltigen Membran

In Abb. 5.50 ist die Aufsicht auf die Membran (links), bzw. Zunahme der Intensitit (rechts)
nach erfolgter Bleichung gezeigt. Fiir die Versuchsdurchfithrung wurden hier die gleichen

Versuchsparameter wie oben beschrieben gewéhlt.
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Abb. 5.50: Aufsicht auf die fluoreszenzmarkierte Ca**-abhingigen Membran (links), bzw. der
zeitabhingigen Veridnderung Intensitit (rechts) nach erfolgter Bleichung.

Die in Abb. 5.50 gezeigte Aufsicht auf die Membran zeigt im Vergleich zu der Ca**-freien
Methode eine geringe Strukturierung. Moglicherweise erfolgt durch die Verwendung
negativ geladener Lipide (DPhytPG), gemischt mit zwitterionischen Lipiden (DPhytPC),
durch den Ca®*-Puffer (siche oben oder Kapitel 6) eine Phasenseparation der Lipide. Es ist
ebenfalls kein Unterschied zwischen dem gebleichten Gebiet und dem umliegenden
ungebleichten Gebiet zu erkennen, was auf eine hohe Fluiditit der Membran schlieBen
lasst. Durch die Aufzeichnung der zeitabhingigen Zunahme der Fluoreszenz nach
Bleichung ergibt sich ein Diffusionskoeffizient D fiir diesen Membrantyp von 2 um2/s.
Dieser ist zwar bedeutend geringer als der der Ca”*-freien Membran (siehe unter A) jedoch
unter der Beriicksichtigung der Ankerdichte der Decylamidschicht von 81 % immer noch

doppelt so hoch wie der angegebenen Diffusionskoeffizienten der oben unter (A)
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diskutierten, auf einem Lipopolymer aufgebauten, Membransystem mit einer Ankerdichte
von 30 % [26,74]. Das Ca**-abhiingige MAH-PP-Membransystem weist im Vergleich zu
dem unter (A) beschriebenen Sandwichsystem [150] einen um das Zehnfache grofleren

Diffusionskoeffizienten auf.

Im Gegensatz zu der unter (A) beschrieben Ca’*-freien Membranvarianten zeigt das Ca**-
abhédngige System mit 95 % eine deutlich hohere Erholung (recovery) der
Fluoreszenzintensitit. D. h. 95 % der Lipide in der Membran sind frei beweglich. Der im
Vergleich zur Ca**-freien Methode hohere Anteil an frei beweglichen Lipiden zeigt, dass
durch das Kalzium ein groB3erer Lipidanteil in die Decylamidschicht eingebaut wird und
dass die komplexierten Lipide ebenfalls iiber eine laterale Beweglichkeit verfiigen. Die
elektrochemischen Daten der Vesikelspreitung auf diesem System bestédtigen den erhdhten
Einbau an Lipiden in die sich ausbildenden Membran, da die Kapazitiatswerte der Membran
wesentlich lidnger stabil blieben. Der deutlich niedrigere Diffusionskoeffizient dieses
Systems wird dem Einfluss der Kalziumionen auf das Polymer zugeschrieben. Es wird
angenommen, dass die Ca**-Tonen zu einer Vernetzung des Polymers fiihren, und somit die
Mobilitidt der Polymerketten stark eingeschrinkt wird. Der in den FRAP-Messungen
beobachtete Einfluss der Ca**-Ionen stiitzt somit den in Abb. 5.48 gezeigten und dort
erlduterten Effekt der zunichst erfolgenden Zunahme des Polymerwiderstandes und der

Abnahme der Polymerkapazitit zu Beginn der Quellung.

Die Diffusionskoeffizienten der beiden oben beschriebenen Systeme entsprechen denen

von natiirlichen Membranen (vgl. Kapitel 1).

5.2.2.2.4 Einbau und Aktivitit von Membranproteinen

Wegen der lingeren Stabilitit der Ca®*-abhiingigen, auf Decylamin modifizierten MAH-PP
aufgebauten Membran wurde dieses System auf seine Fihigkeit zur Inkorporation von
Membranproteinen unter Erhalt ihrer Funktionalitit untersucht. Hierzu wurden zwei

Proteine verwendet: A) Valinomycin und B) Cytochrom-c-Oxidase (CcOX)
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A) Valinomycin

Nach erfolgtem Membranaufbau wurde der in Ethanol geltste Ionencarrier Valinomycin
(aus Streptomyces fulvissimus) (Zellkonzentration 4 uM) direkt in die Messzelle injiziert.
Abb. 5.51 zeigt die Wirkung des Proteins auf den Membranwiderstand der
DPhytPC/DPhytPG-Membran vor (-0-) und nach dem Einbau des Proteins in die Membran
(-0-) bzw. nach der Zugabe von K*-Ionen (-A- und -V-). Es tritt bereits eine geringfiigige
Abnahme des Widerstandes nach der Zugabe des Valinomycins ein, ohne das K'-Ionen
zugesetzt wurden. Vermutlich kommt es durch den Einbau des Valinomycins in die
Membran zu einer Erhohung der Membranpermeabilitit [99]. Nach der Zugabe von K*-
Ionen tritt eine Halbierung des Membranwiderstandes (-A- = 9,5 mM, bzw. -V- = 14,5
mM) auf, die dem valinomycinvermittelten K*-Transport durch die Membran
zugeschrieben wird. Nachdem die K*-lonen durch das mehrfache Spiilen mit K* freien
Puffer entfernt wurden, trat eine Erholung des Membranwiderstand ein (-0-). Das System

erwies sich als vollkommen reversibel.
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Abb. 5.51: Widerstandsinderung durch den lonencarrier Valinomycin. Eine Widerstandsabnahme
tritt durch den valinomycinvermittelten K*-Transport auf. Die Membran zeigt nach dem Entfernen
der K*-Ionen ihren urspriinglichen Widerstand. Rechts: Bode-Plot: Lipidmembran ohne (-o-) und
mit Valinomycin (-0-), bzw. nach der Zugabe von K*-lonen (-A-, -V-) durch die Membran. Eine
Erholung des Membranwiderstandes findet nach Austausch des K'-haltigen Puffers gegen K*-freien
Puffer (-o-) statt. Leere Symbole reprisentieren die Phase, ausgefiillte die Impedanz.
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Abb. 5.51 zeigt ebenfalls den Verlauf des Phasenwinkels. Nach der Injektion des
Valinomycins in die Messzelle dndert sich die Zeitkonstante T = R'C der Membran, was

den Einbau des Proteins in die Membran signalisiert.

B) Cytochrom-c-Oxidase (CcOX)

Der Ca2+-abhéingige, Decylamin modifizierte MAH-PP unterstiitzen Membran wurde der
solubilisierte terminale Komplex IV der Atmungskette (Cytochrom-c-Oxidase (CcOX) aus
Paracoccus denitrificans) zugesetzt [98]. In der Messzelle erfolgt die Verdiinnung
unterhalb der kritischen Mizellkonzentration, wodurch die Inkorporation der CcOX

(Konzentration in der Messzelle 0,48 nM) in die Membran erfolgt.

Abb. 552 zeigt die Zunahme der optischen Schichtdicke infolge der

Membraninkorporation der CcOX um ca. 2 nm (n = 1,45).
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Abb. 5.52: Einbau der Cytochrom-c-Oxidase (CcOX) in eine Decylamin modifizierte MAH-PP
unterstiitzte DPhytPC/DPhytPG-Membran in Ca”*-Puffer.
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Im Vergleich dazu ergaben die Abmessungen aus der 2. Untereinheit (siche Abb. 5.53) der
CcOX (PDB ID: 1QLE) unter Anwendung des Programms RasMol eine vertikale Linge
des extramembranen Proteinanteils von ca. 2,7 nm (transmembraner Anteil 4,5 nm [227]).
Die Schichtdicke weist auf einen Einbau der CcOX in die Membran hin, da bei einer
unspezifischen Adsorption des Proteins eine wesentlich groflere Schichtdicke zu erwarten

wire.
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Abb. 5.53: Bianderstruktur der zweiten Untereinheit der CcOX (PDB ID: 1QLE) aus Paracoccus
denitrificans.

Das Substrat der CcOX ist Cytochrom c¢ in reduzierter Form (siche Kapitel 6). Die
Proteinaktivitit (0,96 nM) wurde mittels der EIS durch Zugabe des Substrats und bei einer
angelegten Spannung von —150 mV getestet. Es wurde dabei so vorgegangen, dass
zunidchst vor und nach dem Einbau der CcOX, ohne Anlegen einer dufleren Spannung
gemessen wurde. Danach wurde das System nach Anlegen der negativen Spannungen
ebenfalls vor und nach der Zugabe von Cytochrom c (0,08 M) gemessen. Die Membran
wurde gespiilt, um das Substrat aus der Messzelle zu entfernen. Eine erneute Messung
wurden bei 0 mV am Ende des Experiments durchgefiihrt, um einen moglichen
destruktiven Einfluss der Spannung auf die Membran auszuschlieBen und die Reversibilitit

der Proteinaktivitit zu iiberpriifen.
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Abb. 5.54 zeigt die durch CcOX hervorgerufene Widerstandsidnderung der Membran.

=150 - = | |
N
£ -
= -7, T
E F.TWT -'-:‘-..‘. A A ™ .
= 5 F‘!.--‘-h-._
= i.m- -
g Y
E ]
' ad
|

0 50000 100000 150000 200000
Z' [Q/cm?]

Abb. 5.54: Aktivitit der CcOX. Rechts ist der Nyquist-Plot vor (-m-) und nach (-A-) der Zugabe
von Cytochrom ¢ und bei einer Spannung von —150 mV. Kurven ohne Symbol repréisentieren die
gefitteten Daten.

Eine Abnahme des Widerstandes erfolgt erst nach der Substratzugabe und dem Anlegen
einer negativen Spannung, was die Inkorporation der CcOX in die Membran unter Erhalt
ihrer Aktivitdt anzeigt. Das Enzym katalysiert die Reduktion von Sauerstoff, wobei
gleichzeitig ein Protonentransport iiber die Membran erfolgt. Die Widerstandséinderung ist
demnach dem Protonentransport iiber die Membran durch die CcOX zuzuschreiben.

Die geringfiigige Widerstandszunahme der Membran nach Anlegen einer negativen

Spannung ist durch eine Reorientierung der Lipide erklérbar.

5.2.2.3 Zusammenfassung des Kapitels 5.2.2

Die elektrostatische Anbindung der Lipidmembran auf gequollenen MAH-PP Filmen
zeigte nur beziiglich der optischen Schichtdickenzunahme einen Erfolg. Die elektrischen
Eigenschaften der Membran blieben hinter den Erwartungen weit zuriick. Lediglich die
Vesikelspreitung auf zuvor hydratisierten und wieder getrockneten Filmen zeigte eine

geringfiigige Abnahme der Kapazitit, sowie eine geringe Zunahme des Widerstands.
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Infolge der einsetzenden Quellung erwiesen sich diese Membranen als wenig stabil. Die
direkten elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen positiv geladenen Lipiden und dem
negativ geladenen hydratisierten und hydrolysierten MAH-PP Film reichen offensichtlich
nicht aus, um stabile Lipidmembranen ausbilden zu konnen. Des Weiteren tritt keine
Kapazititsabnahme und keine Widerstandserhohung in der EIS durch die Vesikelspreitung
auf zuvor gequollenen Polymerfilmen auf. Fir den Membranaufbau ist es daher

unabdingbar, dass die Vesikelspreitung auf ungequollenen Filmen durchgefiihrt wird.

Versuche zum Aufbau einer Lipidmembran auf bindren Submonolagen (siehe Kapitel 5.1)
haben gezeigt, dass erst auf Oberflichen mit iiberwiegend hydrophobem Charakter
Vesikelspreitung zu beobachten ist. Um MAH-PP unterstiitze Membranen mit verbesserten
elektrochemischen Eigenschaften zu erhalten, wurde das Plasmapolymer in einer
wasserfreien Reaktion mit Decylamin peripher modifiziert. Die resultierende
Decylamidschicht dient als proximale (Pseudo-) Lipidschicht zum Aufbau der
Lipidmembran durch Vesikelspreitung. Der Membranaufbau erfolgte aus den bereits
genannten Griinden ebenfalls auf dem ungequollenen Polymer. Auf einem Decylamin
modifiziertes trockenes Plasmapolymer konnte infolge der Vesikelspreitung zunichst eine
deutliche Abnahme der Kapazitit sowie eine deutlich Widerstandszunahme beobachtet
werden. Mit dem Einsetzen der Quellung verschlechterten sich jedoch wieder die
elektrischen Eigenschaften dieses Membrantyps. Die erreichten Membrankapazititen lagen
weit unter denen, die bei den elektrostatisch angebundenen Membranen erreicht wurden.

Um die Stabilitit der Membranen zu verbessern wurde eine Kombination aus
Komplexierung und kovalenter Anbindung der proximalen Lipidschicht gewihlt, indem in
Ca”*-Puffer eine Lipidmischung aus zwitterionischen und anionischen Lipiden auf einem
Decylamin funktionalisierten MAH-PP Film fusioniert wurden. Hierdurch wurden dhnliche
Kapazititswerte wie auf der Ca’*-freien Membran erreicht, jedoch blieben die

Kapazititswerte wesentlich ldnger stabil.

FRAP-Messungen haben gezeigt, dass auf den Decylamin funktionalisierten
Plasmapolymeren Membranen mit einer sehr hohen Fluiditit aufgebaut werden konnen.
Die Ca’'-abhingige Membran zeigte dabei mit einem Diffusionskoeffizienten D von

2 um’/s eine geringere Fluiditit, jedoch eine wesentlich hohere Erholung (95 %) der
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Fluoreszenz als die Ca**-unabhingige Membran (D = 17 pm’/s, Erholung 65 %). Die
insgesamt sehr hohe Fluiditit der Membranen deutet auf eine sehr hohe Flexibilitéit der
Polymerketten hin, denn ca. 81 % der proximalen (Pseudo-) Lipidschicht liegen kovalent

gebunden vor.

Die Anwendung der MAH-PP unterstiitzten Lipidmembran zur Untersuchung von
Membranproteinen wurde anhand des lonencarriers Valinomycin und des terminalen
Komplexes der Atmungskette, der Cytochrom ¢ Oxidase (CcOX) getestet. Beide Proteine

konnten erfolgreich unter Erhalt ihrer Proteinaktivitat in die Membran inkorporiert werden.






6 Experimenteller Teil

6.1 Materialien

e Lipide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Lipide (DPPTE, DMPC, DPhytPC, DMPS, DPhytPS,
DMEPC, DPhytPG, NBD-PC) wurden von der Firma Avanti Polar Lipids, Inc., USA,
bezogen. Lagerung bei - 30° C.

e Salze
Natriumchlorid (NaCl), Ethylendiamintetraessigsdure Dinatriumsalz (EDTA-2Na),
Magnesiumchlorid (MgCl,), Trizma Hydrochlorid (NH>C(CH,OH);-HCL), Natriumazid

(NaN3), Calciumchlorid (CaCl,), HEPES wurden von der Firma Sigma-Aldrich in der
Qualitéit Ultra bezogen.

e Thiole

2-Mercaptoethanol und Allylmercaptan wurden ebenfalls von der Firma Sigma-Aldrich

bezogen.
e Amine
Triethylamin wurde von der Firma Sigma-Aldrich bezogen, Decylamin von der Firma

Fluca. Dem Decylamin wurde 1 V% an getrocknetem und frisch destilliertem Triethylamin

zugesetzt.



196 6 Experimenteller Teil

° Losungsmittel

Ethanol (wasserfrei), Chloroform, Methanol und Aceton wurden von der Firma Riedel de
Haen in Chromasolv-Qualitit geliefert. Fiir die Reinigungsschritte und fiir die Herstellung
der Puffer wurde gereinigtes Wasser (Aqua purificata, syn. Milli-Q)
(Losungsmittelwiderstand von 18 M) mit einer Anlage der Firma Millipore frisch

hergestellt.

. Sonstiges

D-Desthiobiotin und Maleinsdureanhydrid wurden von der Firma Sigma-Aldrich erhalt.

6.2 Pufferherstellung

e  Ca®-Puffer (Kapitel 5.1)

Substanz Konzentration [mM]
Trizma 20

NaCl 100

CaCl, 5

Mg(Cl, 3

NaNj 0,02 % (VIM %)

¢ Trizma-Puffer I (Kapitel 5.2)

Substanz Konzentration [mM]
Trizma/HC1 100
NaCl 50
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e  Trizma/Ca**-Puffer (Kapitel 5.2)

Substanz Konzentration [mM]
Trizma/HCl 10
NaCl 100
CaCl, 5

¢ Trizma-Puffer II (Kapitel 5.2)

Substanz Konzentration [mM]
Trizma/HCI 10
NaCl 100

e HEPES-Puffer (Kapitel 5.2)

Substanz Konzentration [mM]
HEPES 100
KCl 0,04

Die den Puffern entsprechenden Substanzen wurden in Milli-Q-Wasser gelost. Der pH-

Wert wurde mit 0,1 M NaOH auf 8,0 (RT) eingestellt.
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6.3 Substrat-Losungen

¢  D-Desthiobiotin-Losung

D-Desthiobiotin (0,125 M) wurden in dem oben beschriecbenen Ca’*-Puffer (Kapitel 5.1)
gelost. Dabei musste darauf geachtet werden, dass der pH-Wert bei 8 blieb (Einstellung des
pH-Wertes wie oben).

e Reduzierte Cytochrom c-Losung

40 mg Cytochrom c¢ (extrahiert aus Pferdeherzen, Fa. Sigma-Aldrich) wurde in 1 ml
Trizma II-Puffer (Kapitel 5.2) gelost und mit Natriumdithionit (Na;S,04) (Firma Merck
KGaA) reduziert. Ein Farbumschlag von dunkelrot nach hellrot zeigt die Reaktion an. Das
reduzierte Cytochrom ¢ wird auf eine zuvor mit Puffer dquilibriert Sephadex PD10 Séiule
(Fa. Pharmacia) gegeben. Die das Cytochrom c enthaltende hellrote Fraktion wird

gesammelt und auf 10 ml mit Puffer aufgefiillt (entspricht einer Konzentration von 0,3 M).

6.4 Proteine

e Annexin V-Mutante

Die Annexin V-Mutante (M = 35935 Da) wurde von der Arbeitsgruppe um Herrn Prof.
Skerra, TU Miinchen, gentechnisch hergestellt, wobei ein Fusionsprotein aus Wildtyp
Annexin V und einem Strep-tag II hergestellt wurde. Die Mutante wurde in PBS-Puffer
(enthélt ImM EDTA) gelost.

e Streptavidin-Mutante 1

Die Streptavidin-Mutante 1(M (Monomer) = 13331 Da) wurde ebenfalls von Herrn Prof.
Skerra, TU Miinchen, bereitgestellt. Die Streptavidin-Mutante 1 besitzt eine geringere
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Affinitdt zu Strep-tag 1I als zu D-Desthiobiotin. Hierdurch ist es moglich, das Strep-tag 11
aus seiner Bindungsstelle an der Streptavidin-Mutanten 1 kompetitiv durch D-

Desthiobiotin zu verdringen. Dissoziationskonstante K4 von Strp-tag 1l betrdgt ~ 1 uM.

e (Cytochrom-c-Oxidase (CcOX)

Cytochrom-c-Oxidase (CcOX) wurde von Herrn Prof. Ludwig, Universitit Frankfurt, zur
Verfiigung gestellt. Die CcOX liegt in solubilierter Form (Dodecylmaltosid) in einer

Konzentration von 9,6 x 10 M vor.

6.5 Vesikelpriparation

Fir die Prédparation wurden Stammldsungen der entsprechenden Lipide oder
Lipidmischungen in Chloroform hergestellt. Der DMPC/DMPS-Mischung wurde wegen
Methanol beigemischt, um die Loslichkeit zu verbessern. DMPC/DMPS bzw.
DMPC/DPhytPS wurde in einem Verhiltnis 9:1 gemischt. DPhytPC/DPhytPG wurde in
einem Verhiltnis 7:3 gemischt. Die Stammlosung wurde bei -30° C gelagert. Die
entsprechende Menge (volumendosiert) wurde mit einer Glasspritze entnommen (Firma
Hamilton) und in Glasvials tiberfiihrt. Das Losungsmittel wurde dann mit einem feinen
Stickstoffstrom abgedampft und fiir eine Stunde an einer Vakuumlinie (mindestens 3 x 10~
mbar) belassen, um verbliebene Losungsmittelspuren zu entfernen. Danach wurde der
Lipidkuchen in dem entsprechenden (Ca**-freien) Puffer bei 45° C auf dem Wasserbad fiir
lh hydratisiert. Fiir die Herstellung der Lipidmischungen fiir die Annexinanbindung
(Kapitel 5.1) wurde ausschlieBlich 0,1 M NaCl-Losung genommen und fiir die Herstellung
der Lipidmischungen fiir das MAH-PP-Projekt (Kapitel 5.2) ausschlieBlich
Trizma-Puffer II angewendet. Dabei wurde die Suspension mehrmals durchmischt
(Vortexer der Firma Heidolph, Modell Reax 2000). Die Lipidsuspension wurde
anschlieBend in einem Mini-Extruder (Firma Avanti Polar Lipids, Inc.) unter der

Verwendung eines Heizblocks durch einen Polycarbonatfilter (Firma Avanti Polar Lipids,
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Inc., Porendurchmesser 50 nm) extrudiert (15mal). Die Vesikelsuspension wurde jedes Mal

frisch hergestellt.

6.6 Assemblierungslosungen

Fir die Priparation der Thiol-Monoschichten auf Gold wurden die nachfolgend
aufgelisteten Substanzen in Chloroform gelost. Dabei wurden Losungen folgender

Konzentrationen hergestellt:

e  2-Mercaptoethanol: 2,8 mM
e DPPTE : 1,0 mM
e DPPTE / 2-Mercaptoethanol: 1,0 mM /2,8 mM

Fiir die Priparation der Allylmercaptanschicht als Adhésionsvermittler fiir das MAH-PP

wurde eine 6 mM Losung in Ethanol hergestellt.

6.7 Probenpriiparation

e Reinigung der Gliser

BK7-Glas (Firma Berliner Glas, B 270) und LaSFN9-Glas (Firma Hellma, n = 1,845),
halber Objekttragergroie, wurden vor der thermischen Bedampfung mit Gold nach

folgendem Standardverfahren gereinigt:

e 15 Minuten im Ultraschallbad (Fa. Sonorex, Model Super RK510 H) in einer
2 %igen alkalischen Detergenzlosung (Firma Helma, Hellmanex II)
e wiederholtes Spiilen mit Milli-Q-Wasser, bis keine Schaumbildung mehr zu

beobachten ist
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e 15 Minuten in Milli-Q-Wasser im Ultraschallbad

e mehrfaches Spiilen mit Milli-Q-Wasser

e zweimaliges Wiederholen der Milli-Q-Spiilphase mit 15miniitiger Behandlung im
Ultraschallbad

e griindliches Spiilen mit Ethanol (Chromasolv-Qualitit, Fa. Riedel de Haen) und
anschlieBende Reinigung im Ultraschallbad fiir 15 Minuten

Abschlieendes griindlich Spiilen mit Ethanol
Die gereinigten Gliaser wurden in einem Stickstoffstrom getrocknet und direkt verwendet.

e  Goldelektroden auf Glas (BK7, LaSFN9)

2 nm Chrom als Adhisionsvermittler fiir das Gold wurden zunidchst mit einer
Aufdampfanlage (Firma Edwards, Model FL 400 mit Auto 306) bei einem Druck von
< 1 x 10 mbar und einer Aufdampfrate von 0,1 nm/s auf die entsprechenden Substrate
aufgebracht. AnschlieBend wurde im selben Priparationsschritt ohne Zeitverzogerung eine
48-50 nm (fur SPS-Messungen), bzw. 100 nm (fir reine EIS-Messungen) dicke
Goldschicht mit der gleichen Aufdampfrate aufgebracht. Nach einer Abkiihlzeit von 15
Minuten und dem Beliiften der Anlage mit Stickstoff, wurden die Goldelektroden direkt in
die entsprechende Thiollosung tiberfiihrt.

Fiir die Anfertigung von kleinen Elektroden (siche Anhang) mit einer Fldache von 0,28 cm’
wurden auf die Gliser spezielle Schablonen (gefertigt von der Feinmechanischen Werkstatt
des MPI-P, aus Messing) gepresst und aufeinander liegend in die Aufdampfanlage

eingebaut.

¢  Goldelektroden auf Glimmer (Mica)

Das Schichtsilikat Glimmer (Muskovit-Glimmer (Mica) der Firma Mica New York, Inc.)
wurde vor der Bedampfung mit Gold (50 oder 100 nm) auf die GroBe eines halben
Objekttrigers zurechtgeschnitten. AnschlieBend wurde die oberste und unterste
Glimmerschicht abgespalten und die so entstandene saubere Glimmer-Platte in einem

Rohrenofen (Fa. Heraeus Instruments, Ro 7/50 mit der Temperatursteuereinheit thermicon)
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bei 650° C in Stickstoffatmosphire vorbehandelt, um eingeschlossenes Wasser zu
entfernen. Die Probe wurde langsam (15 s) in die heiBleste Zone des Ofens geschoben, dort
fiir 30 s belassen und langsam wieder heraus gezogen (15 s). Die Glimmerplatten wurden
anschlieffend direkt in die Aufdampfanlage (Firma Edwards, Model FL 400 mit Auto 306)
eingebaut und bei einem Druck von < 1 x 10" mbar und einer Aufdampfrate von 0,1 nm/s
bedampft. Nach einer 15miniitigen Abkiihlzeit, wurde die Behandlung zur Ausbildung von
Au(111)-Terrassen im Ofen wiederholt. Im Anschluss erfolgte sofort die Beschichtung mit

den entsprechenden Thiolen.

6.8 Untersuchungsmethoden

° Oberflichenplasmonenspektroskopie (SPS)

Fiir die Durchfiihrung der SPS-Messungen wurde ein 5 mW He-Ne-Laser (Fa. Uniphase,
Modell 1105P, A = 632,8 nm) verwendet, wobei das Laserlicht mittels eines Choppers (Fa.
EG&G, Modell 197) frequenzmoduliert und durch Polarisatoren (Firma Halle) p-polarisiert
wurde. Mit einem zweiten Polarisator (Firma Halle) wurde die Laserintensitét eingestellt.
Der Laserstrahl wurde dabei auf die Drehachse eines Zweikreisgoniometers (Firma Huber)
mit 5-Phasen-Schrittmotoren (Firma Huber, A8 = 1/1000°) gelenkt. Auf dem
x-y-Probentisch wurde der Probenreiter (Firma Physik Instrumente (PI) GmbH & Co,
Modell B-011.30, modifiziert mit einem Heizelement (siche Abb. 6.1, bzw. Anhang) mit
der fiir die Messungen extra angefertigten Durchfluss-Teflonzelle (sieche Anhang, 2 ml
Zellvolumen, Abmessungen unter [60]), montiert. Dabei wurde die Goldelektrode
(Goldseite ins Zellinnere orientiert) so in die Messzelle eingebaut, dass das fiir die
Messungen erforderliche LaSFN9-Prisma (Firma Hellma, n = 1,845) auf einen diinnen
Immersionsdl-Film (Firma Cargille Laboratories, Inc., n = 1,8) auf die Glasseite der
Elektrode gepresst wurde. Die Arbeitselektrode (Glas/Au-Triager) konnte so in der
Messzelle fixiert werden. Die Zellriickwand, die auf dem Reiter aufliegt, bildet ein BK7-
Objektriger.
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Abb. 6.1. zeigt den Reiter mit eingebauter Zelle (hierzu siehe auch Anhang). Die
Abdichtung zwischen Glas und Zelle erfolgt iiber Dichtringe aus einem
l6sungsmittelresistenten Perfluorelastomer (Firma Greene & Tweed, CHEMRAZ). Die
Dichtringe dienen gleichzeitig als Elektrodenbegrenzung. Die Intensitit des von der
Goldelektrode reflektierten Laserlichtes wird mit einer Photodiode, unter Zuhilfenahme
eines Lock-In Verstirkers (Firma EG&G, Modell 5210) gemessen. Die Steuerung der
gesamten Anlage (siehe Abb. 6.2) erfolgte mit der Steuer- und Mess-Software WasPlas
[168]. Die Auswertung wurde unter Zuhilfenahme des Programms WinSpall [169]
durchgefiihrt.

Alle Messungen wurden bei einer Puffertemperatur von 37° C durchgefiihrt, wobei die
Puffertemperatur mit einem Temperaturfiihler (Firma Klara Riisenberg, Pt-100) ermittelt

wurde und iiber die dullere Heizplatte eingestellt wurde.

Probenhalter
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Abb. 6.1: Schematische Zeichnung des Reiters (Probenhalter) mit eingebauter Messzelle [4].
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Abb. 6.2; Aufbau des Oberflichenplasmonenspektroskops [4]

° Impedanzspektroskopie (EIS)

Fiir die impedanzspektroskopischen Messungen in Kombination mit der SPS wurde ein
Potentiostat (Firma EG&G, Typ273 A) in Kombination mit einem Frequenz-Generator-
Analysator (Firma Solartron, SI 1269) verwendet. Die Steuerung erfolgte mit dem
Programm Zplot (Firma Scribner Associates, Inc., Version 2.7). Fiir reine EIS-Messungen
kam ein Kombi-Geridt (Firma Solartron, Modell 1280B electrochemical measurement
system) zum Finsatz. Die Steuerung dieses Gerites erfolgte ebenfalls mit Hilfe der
Software Zplot (Firma Scribner Associates, Inc., Version 2.4a). Alle Messungen erfolgten
in einer Drei-Elektroden-Anordnung, die aus einer Arbeitselektrode (entspricht der
aufgedampften Goldschicht), einer Gegenelektrode aus Platin-Draht (das in den
Elektrolyten eintauchenden Ende wurde spiralig aufgedreht) und einer Ag/AgCl-
Referenzelektrode (Firma Bioanalytical Systems, Modell Re-5) bestand. Fiir die
Ausfithrung der Impedanzspektroskopie wurde eine Wechselspannung mit einer Amplitude

von 15 mV angelegt.
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o AFM

Alle AFM-Messungen wurden sowohl in Luft als auch in Puffer durchgefiihrt. Die
Messungen erfolgten mit einem NanoScope 1II (Firma Digital Instruments/ Veeco (DI)) im
tapping oder contact mode. Fiir die Messungen im contact mode wurden V-formige
Cantilever aus Siliziumnitrit (Si3N4) (Firma DI, Nanoprobes, Federkonstande k. = 0,1 N/m,
Kalibrierung nach der Referenzmethode (reference lever method [228])) verwendet. Fiir
die Messungen im tapping mode wurden Single Beam Si-Cantilever mit einer
Resonanzfrequenz fy = 280-320 kHz (Firma Nanosensors, Modell TESP) eingesetzt. Alle
AFM-Messungen wurden zusammen mit Herrn Dr. Holger Schénherr, University of
Twente, Niederlande, durchgefiithrt, dem hier mein besonderer Dank gilt. Wichtige

Voruntersuchungen wurden von Herrn Dr. Bernd Grohe am MPI-P, Mainz, durchgefiihrt.

Alle Messungen in Luft (tapping mode) erfolgten bei Raumtemperatur und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von ~ 30 - 40 %. Die Messungen in Puffer (contact mode) wurden bei
einer Puffertemperatur von ~ 30° C durchgefiihrt.

Contact mode: Eine Aquilibrierung der AFM-Spitzen wurde vor der Durchfithrung der
eigentlichen Messung vorgenommen, um thermisch und instrumentell bedingte
Verschiebungen (drift) zu vermeiden. Die Messungen wurden so durchgefiihrt, dass die
Krifte, die auf die Spitzen wirkten, konstant gehalten wurden. Die Scan-Rate betrug 3 - 5

Hz.

Tapping mode: Die Amplitude der frei oszillierenden AFM-Spitze wurde bei allen
Messungen konstant gehalten (1,0 V), wobei die Dampfung der Amplitude auf 0,9 V
eingestellt wurde. Fiir die Messungen wurde eine Aquilibrierungsphase von mehreren
Stunden eingehalten, um thermisch bedingte Verschiebungen (drift) zu minimieren. Die

Scan-Rate betrug 1 - 2 Hz.

Alle Bilder wurden einer Fit-Prozedur (first order planefitting oder zeroth order flattening)

unterzogen, um gegebenenfalls den Neigungswinkel der Probe auszugleichen.
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. Plasmareaktor und Polymerisation

Alle Plasmapolymerisationen wurden in dem in Abb. 6.3 gezeigten Plasmareaktor
durchgefiihrt. Den Reaktionsraum bildet eine 300 mm lange und im Querschnitt 100 mm
betragende Pyrex-Rohre. Das Reaktionsgas wurde nach der Passage des Reaktors vor dem
Austritt aus dem Reaktor durch zwei Kiihlfallen geleitet, um iiberschiissiges Reaktionsgas
abzufangen. Fiir die Evakuierung des Reaktionsraumes wurde eine Leybold Trivac
D16BCS/PFPE  Vakuumpumpe verwendet. Uber seitlich an dem Reaktionsraum
angebrachte Einlidsse konnen die nicht-polymerisierbaren Gase wie Argon, Sauerstoff oder
Stickstoff, sowie das Monomer Maleinsdureanhydrid (polymerisierbares Gas) eingespeist
werden. Die Steuerung der Flussrate der Reinigungsgase erfolgt mittels eines MKS
Flussrate-Meters (Modell 1259C) und dem MKS Kontrollgeridt (Modell 647 B). Fiir die
Uberwachung des Reaktordrucks wurde ein MKS-Baratron (Modell 122) verwendet. Ein
Schmetterlingsventil am anderen Ende des Reaktors wurde in Verbindung mit dem
Baratron eingesetzt, um den Prozessdruck im Reaktor genau kontrollieren zu konnen.
Flussraten-Meter, Druckmesser und das Schmetterlingsventil wurden iiber einen zentralen
Multigas-Regler (Firma MKS, Modell 647B) angesteuert. Das 13,56 MHz-Radiofrequenz-
Signal wurde von einem 150 W Radiofrequenz (Rf)- Funktionsgenerator (Coaxial Power
Systems Ltd.) erzeugt und mit einem manuellen Rf-Impedanzanpassnetzwerk (matching
network, Coaxial Power Systems Ltd.) in die auBlen am Reaktor spiralig angebrachten
Elektroden eingespeist.

Vor der Polymerisation wurde in einem 30miniitigen Assemblierungschritt auf die frisch
priparierte  Goldoberfliche eine Monoschicht aus Allylmercaptan [141] als
Adhisionsvermittler fiir das Plasmapolymer aufgebracht. Hierzu wurde eine 6 mM
ethanolische Losung hergestellt. Fiir die Ausfithrung der Polymerisation wurde jedes Mal
frisches Maleinsidureanhydrid (2 g) in einem 50 ml Rundkolben an einem seitlichen Einlass
am Reaktor angeflanscht und das System sofort evakuiert (Basisdruck < 107 mbar). Die
Uberfiihrung des Maleinséureanhydridmonomers in die Gasphase erfolgt durch
Sublimation im Vakuum. Die Polymerisation wurde dann unter der Einhaltung eines
Reaktordrucks von 5 x 107 mbar, einer eingespeisten Spitzenleistung (Pyax) von 50 W und
einem duty cycle (DC) von 1/20 ms/ms (entspricht einer dquivalenten Leistung von 2,4 W)

3-4 Minuten lang ausgefiihrt, wobei Filmdicken von 24,71+0,05 nm erreicht wurden.
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Alle Plasmapolymere wurden zum Aufbau der Membran immer frisch hergestellt und fiir
den Transportweg vom Reaktor zum Messaufbau in einem evakuierten Exsikkator, gefiillt
mit trockenem Silicagel, aufbewahrt. AnschlieBend fand in einem aus Glas gefertigten
Beschichtungsgefidl unter Schutzgasatmosphire (Argon) die Aminolyse der
Anhydridgruppen in trockenem Decylamin, versetzt mit 1 % getrocknetem Triethylamin,
statt. Die Proben wurden zunichst mit wasserfreiem Aceton griindlich gespiilt, dann mit
wasserfreiem FEthanol und zuletzt wieder mit wasserfreiem Aceton. Die mit einem

Stickstoffstrom getrockneten Proben wurden sofort fiir den Aufbau der Lipidmembran

verwendet.
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Abb. 6.3: Schematische Darstellung des Plasmareaktors und der elektronischen Komponenten.
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. Kontaktwinkelmessungen

Kontaktwinkelmessungen an den MAH-PP-Filmen:

Der Kontaktwinkel wurde mit einem Kriiss Drop Shape Analysis System DSA 10-Mk?2
bestimmt. Der fortschreitende- bzw. zuriickschreitende Kontaktwinkel wurde
programmgesteuert kontinuierlich wiahrend der Zufithrung, bzw. Abfithrung von Wasser
(6,32 ul/min., 8 ul Gesamtvolumen) gemessen (ca. 30 Messungen an einer Probenstelle),
wobei die Messung erst nach der Ausformung eines Tropfens (1ul Volumen) gestartet
wurde (vor der Bewegung der 3-Phasengrenzlinie). Die Messungen wurden an mindestens
5 Stellen der Probe wiederholt. Fiir die Ermittlung des Kontaktwinkels wurde die
Tangentenmethode verwendet, die auf beiden Seiten der Tropfenkontur eine Tangente
anlegt und den fiir beide Seiten erhaltenen Wert mittelt. Bei dieser Methode wurde

withrend der gesamten Messzeit die Nadel des Dosiersystems im Tropfen belassen.

Kontaktwinkelmessungen an den binédren Thiolschichten:

Die Durchfiihrung der Kontaktwinkelmessungen erfolgten unter der Verwendung eines
Kontaktwinkelmikroskops (Data Physics,OCA 15plus). Dabei wurde ein Wassertropfen
mit einem Volumen von 1 pl auf die Probe gegeben. Die Kontaktwinkel wurden nach der
Zufiihrung (advcancing angle), bzw. Abfiihrung (receding angle) von Wasser (aber vor der
Bewegung der 3-Phasengrenzlinie) an mindestens drei verschiedenen Stellen einer Probe
und fiir 3 verschiedene Proben der jeweiligen Priparationskonditionen gemessen. Wihrend

der Messungen wurde die Nadel des Dosiersystems in dem Tropfen belassen.

Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur und einer relativen Luftfeuchtigkeit von

30 — 40 % durchgefiihrt.

. FRAP-Messungen

Ein im MPI-P erstellter Aufbau wurde fiir die Messungen verwendet. Die
Fluoreszenzabbildungen wurden mit einem inversen optischen Mikroskop (Firma
Olympus, Modell IX 70) aufgenommen. Mit Hilfe einer Hochdruck-
Quecksilberdampflampe (Firma Olympus, HBO 100) in Kombination mit einem
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Bandpassfilter (470-490 nm) wurde die Probe ausgeleuchtet und das emittierte Licht mit
einem Barrierefilter (BA 515 nm) ausgefiltert, mit einer lichtverstirkenden Kamera (Firma
Photonic Sciences) gesammelt und mit einer Framegrabber-Karte (Frame Grabber Card der
Firma Scion) digitalisiert. So konnte eine Probenfliche von ca. 8 mm” beobachtet werden.
Fiir die FARAP-Messung wurde nur ein kleine Fliche auf der Probe (@ 4,2 pmz) mit einem
Argon-Laser (Firma Innova, A = 488 nm) bestrahlt, dessen Intensitit durch eine Serie von
Pockelzellen und linearen Polarisatoren (Firma Gsédnger) reduziert wurde, um das
Ausbleichen der Probe zu reduzieren. Das emittierte Licht wurde mit einem
Photomultiplier (Firma Thorn EMI) gesammelt. Zum Bleichen wurde fiir einen kurzen
Laserpuls (60 ms) die volle Laserleistung (typischerweise 1 Watt) auf die Probe gestrahlt.
Wiihrend dieses Pulses wurde der Photomultiplier geschlossen. Fiir weitere Informationen

siehe [178] und [229].

. Fourier Transformierte Infrarot-Spektroskopie (FTIR)

Zum Nachweis der kovalenten Anbindung von Decylamin an das Maleinsdureanhydrid-
Plasmapolymer (MAH-PP) wurde FTIR-Spektroskopie an einem Nicolet Magna 350
Spektrometer in Reflektion gemessen. Hierzu wurde Gold mit einer Schichtdicke > 80 nm

aufgedampft.






7 AbschlieBende Diskussion

Die Aufrechterhaltung von biochemischen Prozessen einer Zelle hingt in subtiler Weise
von der Funktionalitét der biologischen Membran ab. Eine Reihe von Erkrankungen lassen
sich auf Defekte oder Fehlfunktionen von Membranproteinen oder membranassoziierten
Prozessen zuriickfithren. Ein tieferes Verstindnis dieser Prozesse sowie des gesamten
Membranaufbaus ist daher von groem Interesse. Die Entwicklung und der Aufbau
kiinstlicher Biomembranen konnen nicht nur zu einem besseren Verstindnis von
natiirlichen Membranen und Membrandefekten beitragen, sie kénnen auch als Biosensoren
beispielsweise zum Auffinden und Testen neuer pharmakologischer Wirksubstanzen

verwendet werden.

Hydrophobe Wechselwirkungen sind eine treibende Kraft fiir die Ausbildung und
Aufrechterhaltung sowohl natiirlicher als auch kiinstlicher Membranen. Dies zeigte sich
beim Aufbau von sBLM's auf bindren Submonolagen mit unterschiedlichen hydrophoben
Anteilen und beim Aufbau der plasmapolymerunterstiitzten tBLM's. In beiden Fillen fand
die Vesikelspreitung bevorzugt auf solchen Oberflichen statt, die einen sehr hohen
hydrophoben Anteil in der Submonolage aufwiesen. Weiterhin zeigte sich, dass
Vesikelspreitung auf einer zweistufig préparierten bindren Submonolage (aus
2-Mercatptoethanol und DPPTE) zu Membranen mit wesentlich besseren
elektrochemischen Figenschaften fiihrte als die Spreitung auf koadsorbierten
Thiolschichten. Als Grund kann hier die Dominenstruktur der zweistufig priparierten
Submonolagen angesehen werden. Koadsorbierte Filme weisen eine hohe Durchmischung
der beiden Molekiilspezies auf, was dazu fiihrt, dass keine eindeutigen hydrophoben bzw.
hydrophilen Bereiche vorliegen. Derartige Oberfldchen sind nicht in der Lage Vesikel
ausreichend zu destabilisieren, damit eine Fusion mit der Thiolschicht stattfinden kann.
Aus der gehinderten Fusion der Vesikel mit der koadsorbierten Submonolage resultieren

lediglich Membranen mit ungeniigenden elektrochemischen Eigenschafien.



212 7 AbschlieBende Diskussion

Die Ausbildung von Doménen durch die Zweistufenmethode fiihrt jedoch dazu, dass klar
begrenzte hydrophile und hydrophobe Bereiche (Dominen) auf der Goldelektrode
entstehen. Jeder Bereich fiir sich ist in der Lage destabilisierend auf die Vesikel zu wirken.
In den Versuchen wurde allerdings deutlich, dass erst mit einem hohen hydrophoben Anteil
(DPPTE) von iiber 80 % mit einer Vesikelspreitung zu rechnen ist. Dabei erwiesen sich
Oberflaichen mit einem hydrophoben Anteil von ~ 97 % als optimal fiir den
Membranaufbau, was sich vor allem in den niedrigen Kapazititswerten der Membran
widerspiegelt. Dies bestitigt die besondere Rolle der hydrophoben Wechselwirkungen fiir
den Aufbau von Modellmembranen. Reine 2-Mercatptoethanolschichten zeigten mit einem
Kontaktwinkel von ~ 50° einen fiir hydrophile Oberflichen noch relativ hohen
Kontaktwinkel. Da Vesikel aber erst auf hydrophilen Oberflichen (z.B. aktiviertes Glas)
mit einem Kontaktwinkel < 5° spontan fusionieren [196] und Spreitungsversuche auf 2-
Mercatptoethanolschichten nur eine bedingte Fusion der Vesikel zeigen [217], kann den 2-
Mercatptoethanol-Bereichen nur eine zusitzliche destabilisierende Wirkung auf die Vesikel
zugesprochen werden, besonders wenn diese auf hydrophobe/hydrophile Grenzbereiche
treffen. Zu groBle 2-Mercatptoethanol-Dominen fithren vermutlich aufgrund des fiir
hydrophile Oberflichen relativ. hohen Kontaktwinkels iiberwiegend zu einer
Vesikeladsorption. Deshalb wurde auf Oberflichen mit einem relativ hohen 2-
Mercatptoethanolanteil bzw. mit einem hydrophoben Anteil von < 80 % (aus der AFM-
Bildanalyse) nur die Ausbildung von Membranen mit schlechten elektrochemischen

Eigenschaften beobachtet.

Der selbstorganisierende Aufbau (self-assembly) von Thiolschichten ist fiir den Aufbau
von oberflichengebundenen Lipidmodellmembranen von grolem Interesse. Daher ist die
Kontrolle der Oberflichenzusammensetzung besonders unter dem Aspekt der forcierten
Vesikelspreitung auf hydrophoben Oberflidchen ein wichtiger Faktor in der Herstellung von
Modellmembranen. Durch den Aufbau bindrer Thiolschichten ist eine Reduzierung der
Ankerdichte moglich. Es konnte in dieser Arbeit deutlich gezeigt werden, dass im
Gegensatz zur Einschrittmethode (Koadsorption) die Zweischrittmethode (2-step self-

assembling) eine wesentlich bessere Kontrolle der submembranen Architektur erméglicht.
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Die Reduzierung und die Kontrolle der Ankerdichte der proximalen Lipidschicht zur
Gewdihrleistung der lateralen Beweglichkeit der Membranlipide stellen einen weiteren, fiir
die Funktionalitit von Membranproteinen wichtigen Faktor dar. Modellmembranen, die auf
den zweistufig priparierten bindren Submonolagen aufgebaut wurden, zeigten aufgrund der
lateralen Verdiinnung der Submonolage Vorteile bei der Untersuchung der Annexin-V
Mutanten. Es konnten wesentlich deutlichere proteinbedingte Effekte beobachtet werden
als auf den Membranen mit unverdiinnter Submonolage. Das Konzept von Skerra, Annexin
V mit einer funktionellen regulatorischen Einheit zur Kontrolle der Proteinaktivitit zu
versehen, konnte hier eindeutig auf den im Rahmen dieser Arbeit aufgebauten sBLM's
experimentell bestitigt werden. Die Reversibilitit der Hemmung der Annexin V-Mutante

konnte erstmals experimentell nachgewiesen werden.

Die Kontrolle des Oberflichenaufbaus von Thiolschichten sowie die Maoglichkeit,
strukturierte Oberfldchen durch self-assembly zu erhalten, ist nicht nur fiir den Aufbau von
Lipidmembranen von Interesse, sondern auch fiir den Aufbau biokompatibler Oberfléichen.
So kann durch den Aufbau binidrer Thiolschichten eine gezielte Funktionalisierung von
Oberflichen mit Zellen oder Proteinen vorgenommen oder unspezifische Adhésion
verhindert werden [230-232]. Dies ist besonders beim Aufbau von Biosensoren von

Interesse.

Die direkte elektrostatische Anbindung der Membran an einen Plasmapolymerfilm fiihrt zu
Membranen mit ungeniigenden elektrochemischen Eigenschaften. Offensichtlich reichen
die elektrostatischen Wechselwirkungen nicht dazu aus, die Vesikelspreitung zu forcieren.
Nach Funktionalisierung des MAH-PP mit Decylamin kann auf diesen Filmen jedoch eine
deutliche Vesikelspreitung beobachtet werden. Es zeigte sich auch hier, dass die
hydrophoben Wechselwirkungen in iiberwiegendem Malle an der Ausbildung der
Membran beteiligt sind. Die Quellung des Polymerfilms fiihrt zu einer Verschlechterung
der elektrochemischen Eigenschaften der Membran. Durch die Kombination aus kovalenter
Anbindung iber Decylamid-Gruppen und elektrostatischer = Anbindung der
Membranbindung iiber Ca**-Tonen konnten stabile Membrankapazititen von < 1 pF/em®
erreicht werden. Auch in diesem Ansatz trat infolge der Quellung eine Abnahme des

Widerstandes ein.
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Die Probleme beim Aufbau von Membranen auf Plasmapolymeren lassen sich anhand der
Uberlegungen der Vorginge auf sSBLM's erkliren. Eine Oberfliche, auf der eine Membran
aufgebaut werden soll, muss definierte charakteristische Eigenschaften hinsichtlich der
Hydrophobizitit aufweisen. Kontaktwinkelmessungen zeigten, dass weder das
unfunktionalisierte MAH-PP eindeutig hydrophilen noch die mit Decylamin
funktionalisierten MAH-PP Filme eindeutig hydrophobe Oberflicheneigenschaften
besitzen. Hinzu kommt, dass infolge der Quellung die bereits ausgeformte Membran

zerreist, was die Instabilitidt der Membranen bedingt.

Ein grofler Vorteil der plasmapolymerunterstiitzten tBLM's ist jedoch, dass auf den MAH-
PP-Filmen hochfluide Membranen aufgebaut werden konnen. Aus diesem Grund ist die
Inkorporation von Membranproteinen unter Erhalt ihrer Proteinaktivitit moglich. Dies
kann anhand der Cytochrom-c-Oxidase und des Ionencarriers Valinomycin gezeigt werden.
Membranproteine konnen so in einer naturnahen Umgebung untersucht werden. Die
Fluiditit von Membranen ist besonders fiir die Untersuchung der Diffusion von
Membranproteinen innerhalb der Membran von Interesse (z. B. bei G-Proteinen). Ferner
sind auf solchen Membranen Untersuchungen zur Zellerkennung und zum
Adhaésionsverhalten von Zellen moglich. Ebenso konnen Antikorperreaktionen studiert
werden. Die Plasmapolymerisation bietet zudem die Moglichkeit sterile Oberflachen

aufzubauen, was z. B. fiir die Arbeit mit Zellkulturen interessant ist.

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich deutlich, dass den hydrophoben Eigenschaften fiir den
Aufbau von Modellmembranen eine enorme Bedeutung zukommt. Die Reduzierung der
Ankerdichte der Submonoschicht stellt fiir den Aufbau der Membranen somit einen
besonders kritischen Faktor dar, da sich durch die laterale Verdiinnung der Submonolage
die Oberflicheneigenschaften hinsichtlich der Vesikelspreitung ungiinstig verdndern. Der
Aufbau von qualitativ hochwertigen Membranen mit einer stark reduzierten Ankerdichte ist
daher sehr schwierig. Es wird deutlich, dass Kompromisse hinsichtlich der
Membranqualitit und der Fluiditit je nach Verwendungszweck der Membranen

eingegangen werden miissen.
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8.1. Plasma und Plasmapolymerisation

Plasma findet man als natiirliches Phanomen iiberall in der Natur (Blitze, Nordlichter). Es
wird angenommen, dass 99 % der gesamten im Universum vorhandenen Materie sich in
diesem Zustand befindet [233].

Das Plasma (griech.: Gebildetes, Geformtes) stellt ein partiell ionisiertes,
hochenergetisches, quasineutrales Gas dar. Es besteht aus positiv und negativ geladenen,
sowie neutralen Teilchen. Masse im Zustand des Plasmas befindet sich in einem wesentlich
hoher angeregten Zustand als der feste, fliissige oder gasféormige Zustand, weswegen es

auch als der ,,4. Aggregatzustand“ bezeichnet wird (Abb. 8.1 aus [234]).
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Abb. 8.1: Uberginge der einzelnen Aggregatzustinde [1].

Die Nutzung von Plasmen ist sehr vielfiltig und findet derzeit vor allem in der Industrie

Anwendung [233]. Abb. 8.2 beschreibt die unterschiedlichen Anwendungsbereiche, wobei
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die Verwendung von nicht polymerisierbaren Gasen (He, Ar, O, N,, CO;) den grofiten
Anwendungsbereich in der Oberflichenmodifizierung und Oberflichenstrukturierung

durch Atzprozesse ausmacht.
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Abb. 8.2: Anwendungsbereiche von Plasma.

Polymerisierbare Gase (kleine in die Gasphase iiberfithrbar organische Molekiile: z. B.
Maleinsidureanhydrid) werden ebenfalls fiir die Modifikation von Oberfldchen ausgenutzt,
in dem sie in ein Plasma iiberfilhrt werden und so polymerisierbar sind. Durch das
Aufbringen solcher Polymerfilme konnen die physikalischen und chemischen
Eigenschaften von  Materialien  verdndert werden und finden potentielle
Produktanwendungen in der Pridvention der unerwiinschten Besiedelung von Oberfldachen
(Antifouling-Beschichtungen z. B. von Schiffsriimpfen oder Kathetern) oder aber in der
Prothetik zur Verbesserung des Einwuchses der Prothese in das Gewebe und der dadurch

verbesserten Nutzungsdauer.

Die Erzeugung von Plasma kann durch die Zufuhr von thermischer, optischer, elektrischer
oder kinetischer Energie erfolgen. Das im Rahmen dieser Arbeit fiir die Polymerisation
genutzte Plasma wird in einem Pyrex-Glasreaktor durch Anlegen einer relativ niedrigen
(im Vergleich zu Gleichstrom-Plasmen), radiofrequenzmodulierten (13,56 MHz) Spannung
an das sich in der Gasphase befindende Maleinsdureanhydrid (Monomer) erzeugt. Das

Radiofrequenzplasma (RF-Plasma) hat den Vorteil, dass die geladenen Teilchen nicht mehr
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dem periodischen Wechsel in der Feldpolaritit folgen konnen (ab Frequenzen > 500 Hz)
und so das Plasma innerhalb des Elektrodenvolumens bleibt, d.h. in dem von den

Elektroden umschlossenen ,,Raum* (Abb. 8.3).
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Abb. 8.3: Schematische Darstellung (links) und Foto des verwendeten Plasmareaktors.

Durch die angelegte Radiofrequenz kann deutlich der Verlust an geladenen Teilchen
gegeniiber dem Plasma eines durch elektrische Entladungen (Lichtbogen etc.) erzeugten
Gleichstrom-Plasmas (engl. direct current (DC) glow discharge plasma) reduziert werden.
Dadurch finden weiterhin Teilchenkollisionen im RF-Plasma statt, die eine Regeneration
des Plasmas gewihrleisten. Aus diesem Grund kann das RF-Plasma auch mit am Reaktor
extern angebrachten Elektroden, durch das Anlegen einer wesentlich geringeren Spannung
erzeugt und aufrecht erhalten werden, als dies der Fall fiir ein Gleichstrom-Plasma ist

[152].

Die genauen mechanistischen Prozesse innerhalb eines Plasmas und die daraus

resultierenden Modifikationen einer Oberflidche sind nur wenig verstanden. Im folgenden
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Abschnitt werden die wesentlichen Kollisionsreaktionen innerhalb eines Plasmas

zusammengefasst:
Ionisierung:

He + ¢ — He" + 2¢
Elektronen werden von dem angelegten elektrischen Feld beschleunigt und konnen durch
Kollision mit anderen Teilchen erneute Ionisierungsreaktionen hervorrufen. Ionisierung ist
der wichtigste Schritt in der Erzeugung und Aufrechterhaltung eines Plasmas.
Anregung:

- £ -
He+e — He +e

Die Kollision eines Elektrons mit einem Teilchen kann zur Ubertragung der kinetischen

Energie des Elektrons auf das Teilchen fithren.

Relaxation:

He + ¢ — He + hy

Das angeregte Elektron fillt in seinen Grundzustand zuriick. Die dabei freiwerdende

Energie wird in Form eines Photons emittiert.
Penning-Ionisierung:
Ne +Ar— Ne + Ar* + ¢
Angeregte Zustinde, die metastabil sind und eine ldngere Lebensdauer (Ims oder ldnger)

haben, besitzen eine erhOhte Wahrscheinlichkeit fiir die Kollision mit einer anderen

Spezies was zu einer erhohten bzw. erleichterten lonisation fiihrt.
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Bildung negativ geladener Ionen:

Ch+e —->Cl+Cl oder O+e — Oy

Halogenide oder Sauerstoff konnen bei der Kollision mit freien Elektronen diese einfangen

und auf diesem Weg ionisiert werden.

Rekombination:
Art + e — Ar (Elektronen-lonen-Rekombination)
O, + Ar — O, + Ar (Ionen-lonen-Rekombination)

Dieser Prozess spielt nur eine untergeordnete Rolle, bedingt aber, dass die meisten Plasmen

nur partiell ionisierte Gase darstellen.

S+e—S und S +Ar" > S+ Ar (Oberflichen-Rekombination)

Rekombinationsprozesse spielen sich auch auf der Oberfliche (S = Surface) der

Reaktorwand ab, was zur Neutralisation der Ladungen fiihrt.

Radikalbildung:

Ahnliche Kollisionsprozesse finden auch withrend der Plasmapolymerisation statt, wobei
die Ionisation fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung des Plasmas erforderlich ist [235].
Die eigentliche Plasmapolymerisation wird jedoch als Nebenreaktion des
Ionisationsprozesses angesehen und folgt im wesentlichen einem radikalischen
Mechanismus [152]. In Abb. 84 sind die an der Plasmapolymerisation beteiligten
Reaktionen zusammen gefasst [235,236], wobei M das Monomer oder irgendein
auftretendes Dissoziationsprodukt, einschlieBlich Atome, darstellt. Me, bzw. *Me stellen die
radikalischen reaktiven Spezies des Reaktionsgeschehens dar. Andere reaktive Teilchen
konnen ebenfalls als Reaktionsteilnehmer in Erwidgung gezogen werden, auch wenn sie

eine untergeordnete Rolle spielen.
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Zyklus 1
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Abb. 84: Schematische Darstellung des mechanistischen Ablaufs wihrend der
Plasmapolymerisation.

Unter Plasmapolymerisation versteht man die Polymerisation von Molekillen unter
Verwendung von Plasma. Es gibt zwei Moglichkeiten fiir den Aufbau der Plasmapolymere:
Das Plasma wird erzeugt und kontinuierlich aufrechterhalten (Continuous Wave (CW)-
Plasma) oder das Plasma wird in bestimmten Zeitintervallen an- und ausgeschaltet, d. h. es
wird gepulst (Pulsed -Plasma). Die eingespeiste Spitzenleistung P,,,, wird nach Gleichung
3-1 mit den Ein- (#,,) und Auszeiten (t,5) des Plasmas ins Verhiltnis gesetzt. Daraus ergibt
sich die dquivalente eingespeiste Leistung (Paguiv) des Gesamtprozesses. Das Verhiltnis
aus der Ein- und Auszeit des Plasmas wird als duty cycle (DC) bezeichnet, wobei das
Verhiltnis von 1, und 7, stark den vorherrschenden Reaktionsmechanismus der
Plasmapolymerisation und somit die physikalischen und chemischen Eigenschaften des
Polymers beeinflusst [151,237]. Auch die eingespeiste Leistung (Py) und somit Py,

besitzen einen groflen Einfluss auf die Polymerstruktur.
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!
Pa'quiv. = Pmax. = Gl 3-1
t,, +1 off

Gleiche Werte fir P;q,;y. sollten dabei zu vergleichbaren Polymeren fiihren. Unter CW-
Plasma préparierte Polymere zeigen oft einen hohen Verlust der funktionellen Gruppen
[152] und eine stirkere Vernetzung. Grund hierfiir ist, dass es wihrend der Plasmaphase zu
den oben genanten Kollisionsreaktionen kommt, d. h. es entstehen sehr viele aktive Spezies
(siche oben), die dann miteinander reagieren. In der Plasmaphase bestimmen Atz- und
Abscheidungsprozesse den Polymeraufbau. Da auch Fraktionierungen auftreten, die dann
ebenfalls weiter reagieren, konnen dicht vernetzte Polymere entstehen. Je hoher die
eingespeiste Leistung dabei ist, desto vernetzter sind die Polymere und tragen demnach nur
noch wenige funktionelle Gruppen. Unter DC-Bedingungen hingegen entstehen in der
Plasma-on-Phase die gleichen aktiven Spezies wie unter CW-Bedingungen, die aber in der
off-Phase unter Rekombination sehr schnell abreagieren. Lediglich die langlebigen
Radikale bleiben bestehen, die dann unter der Annahme eines radikalischen Mechanismus
(Abb. 8.4) polymerisieren. In der on-Phase treten neben den Abscheidungsprozessen
ebenfalls Atzprozesse auf. Durch das Pulsen des Plasmas konnen die Atzprozesse (fehlen
in der off-Phase) eingeschrinkt werden, so dass die Abscheidungsprozesse, die vor allem in
der off-Phase auftreten, iiberwiegen. Umso ldnger die Plasma-on-Phase im Verhiltnis zur
Plasma-off-Phase ist, desto mehr Reaktionszentren entstehen auch hier im wachsenden
Polymer, was wiederum weniger funktionelle Gruppen und eine stiarkere Vernetzung
bedingt. Fiir beide Plasmavariationen (CW oder DC) nimmt die Anzahl an funktionellen
Gruppen im Polymer mit der Hohe der eingespeisten Leistung ab und der Vernetzungsgrad
des Polymers zu. Durch das DC-Plasma lassen sich insgesamt mildere Reaktionsbedingung
als unter CW-Bedingungen schaffen. Die Variation der Prozessparameter, wie die
Lokalisation des Probentrigers, dessen Temperatur, der eingespeisten Leistung (P,4x.), des
Monomerdurchsatzes im Reaktor sowie des verwendeten Prozessdrucks beeinflussen die
physikalischen und chemischen Eigenschaften der Polymere ebenfalls stark ([152] und dort
zitierte Literatur). Im Fall der Malemsiureanhydridpolymere kann durch die Verwendung
von gepulstem Plasma im Vergleich zu CW-Plasmen Polymere mit einem hoheren Anteil

an funktionellen Gruppen erhalten werden [151]. In der von Jenkins et al [87] publizierten
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Arbeit zeigen die durch gepulstes Plasma generierten Maleinsdureanhydrid-Polymere die
besten Eigenschaften fiir den Aufbau von Modellmembranen, wobei die Verwendung von
100 W als eingespeister Spitzenleistung (P,y), zusammen mit einer #,,/f,Periode von
1/40 ms als besonders geeignet erwiesen. Die hieraus resultierende dquivalente Leistung
fiir den Gesamtprozess betrug, gemifl Gl. 3-1, 2.4 W. Die Wahl dieser Parameter fiir die
Plasmapolymerisation wurde mit der erhohten Anzahl an Maleinsidureanhydridgruppen im
entstchenden Polymer begriindet [141], da diese fiir die Anbindung der Lipidmembran
essenziell sind [87]. Je mehr Anhydridgruppen vorhanden sind, umso mehr
Carboxylgruppen sind nach der Hydrolyse des Polymers vorhanden, die dann fiir die
elektrostatische Anbindung der Lipidmembran in dem von Jenkins et al publizierten
System ausgenutzt werden konnen. Dies gilt auch fiir die kovalente Anbindung der
Lipidmembran. Denn umso mehr Anhydridgruppen im Polymer vorhanden sind, umso
mehr Reaktionspartner stehen auch fiir die Aminolyse mit Decylamin zur Verfiigung.
Hierdurch kommt es zur Ausbildung einer Pseudo-Lipidmonolage, die dem Aufbau der
Membran dient. Fiir die Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmapolymere
wurde aus diesem Grund ebenfalls ein gepulstes Plasma verwendet. Da der verwendete RF-
Generator nicht baugleich mit dem von Jenkins et al [87] verwendeten war, konnten nicht
die exakt gleichen Polymerisationsparameter von Pp,, = 100 W und DC = 1/40 ms
verwendet werden. Der hier verwendete RF-Generator konnte in einer to,-Zeit von 1 ms
kein Pax. von 100 W erreichen. Aus diesem Grund musste Py, auf 50 W reduziert werden
und dementsprechend musste auch eine Anpassung des duty cycle (DC) auf 1/20 ms
erfolgen, so dass die gleiche aquivalente Leistung Piq,;v. wie bei Jenkins et al von 2,4 W
resultierte.

Abb. 85 (aus [141]) verdeutlicht die durch die Plasmapolymerisation von
Maleinsidureanhydrid entstandenen funktionellen Gruppen.
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Abb. 8.5: Vereinfachtes Reaktionsschema der Plasmapolymerisation von Maleinsidureanhydrid und
der wiihrend der Polymerisation entstchenden funktionellen Gruppen,
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8.2 Messzellen (Abbildungen)

8.2.1 Messzelle  fiir die  kombinierte Oberflichenplasmonen- und

Impedanzspektroskopie

Ly

Abb. 8.6: Komplette Messzelle mit Halterung und den Anschliissen fiir die Elektroden bzw. dem
Ein- und Auslass fiir den Puffer.

Abb. 8.7: Aufsicht auf eine aufgedampfte Goldelektrode (= Arbeitselektrode, links), einer
Platinelektrode (Gegenelektrode, Bildmitte) und Teflonzelle fiir die kombinierte SPS/EIS-Messung.



224 8 Anhang

Die genauen Abmessungen der Zelle bzw. der Halterung konnen unter [60] eingesehen

werden.

8.2.2 Messzelle fiir die elektrochemische Impedanzspektroskopie

Abb. 8.9: Messzelle fiir die EIS. Einzelteile der Zelle (links) und zusammengebaut mit
Goldelektrode (= Arbeitselektrode).

Abb. 8.10: Spezielle Goldelektrode (links) fiir reine EIS-Messungen in der SPS/EIS-Zelle
(Abb. 8.2). Zur Herstellung wurde eine entsprechende Schablone verwendet (rechts).
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