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Abstract

This thesis presents a new method to explore the local mechanical properties
such as bending modulus or surface tension of artificial and native pore-spanning
membranes. Therefore the elastic response of a free-standing membrane to a local
indentation by the means of atomic force microscopy is measured.

Starting point are highly hexagonal ordered pores in alumina produced by elec-
trochemical anodization of planar aluminium. The homogeneous pore radius can
by tailored in the range of 10 nm up to 200 nm, but radius of 33 nm, 90 nm and
200 nm turned out to be best suited for investigation of the mechanical properties
of pore-spanning native or artificial membranes.

In this work artificial membrane systems consisting of N,N,-dimethyl-N,N.-
dioctadecylammonium bromide as a bilayer in gel phase or 1,2-dioleoyl-3-
trimethylammonium-propane chloride as a fluide membrane are spreaded by
vesicle absorption on hexagonal structured pores after chemisorption of a 3-
mercaptopropionic acid monolayer. Centrally indenting these nanodrums with
an atomic force microscope tip yields force-indentation curves, which are quan-
titatively analyzed by solving the corresponding shape equations of continuum
curvature elasticity. Since the measured response depends in a known way on
the system geometry (pore size, tip radius) and on material parameters (bending
modulus, lateral tension, adhesion), this opens the possibility to monitor local
elastic properties of lipid membranes in a well-controlled setting.

Additionally the locally distributed mechanical properties of pore-spanning ar-
tificial membranes are compared to those of native pore-spanning membranes.
Therefore the basal membrane of MDCK 1II cells was prepared on porous alu-
mina assays and their mechanical properties were analyzed by means of atomic
force microscopy.

Finally the elastic behavior such as the Young modulus of living MDCK II cells
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under various osmotic pressures is investigated. By changing the osmolarity in
the extracellular region of MDCK II cells a volume change is induced according to
hydration and dehydration of the cells, respectively. This volume change induces
also a change in the elastic behavior of the cell, which is quantified by the means

of force spectroscopy.



Kapitel 1
Einleitung

Bei der Erforschung der Natur haben Gewebestrukturen von biologischen Ma-
terialien einen hohen Stellenwert. So grenzen biologische Membranen Zellen von
ihrer Umgebung ab. Bei Exo- und Endozytose sowie der Weiterleitung von extra-
und interzelluldren Signalen, Zelladhésion, Zellteilung und anderen biologischen
Prozessen ist die biologische Membran diversen mechanischen Kraften ausgesetzt.
Diese Mikromechanik kontrolliert die wichtigsten Lebensprozesse auf makrosko-
pischer und mikroskopischer Ebene einer Zelle [Sac04]. Stabilisiert wird die Mem-
bran lebender Zellen vom Zytoskelett, das aus Aktinfilamenten besteht und direkt
an der Membran verankert ist [Str99]. Da native Membranen Proteine, Peptide,
Cholesterol, etc. enthalten und somit sehr komplex sind, werden zu Untersuchun-
gen der mechanischen Eigenschaften haufig Modellsysteme eingesetzt, die eine
Kontrolle der Zusammensetzung und des physiologischen Zustandes zulassen.

Membranen sind ultradiinne, hoch flexible, zweidimensionale Fliissigkeiten, die
aus Lipiden bestehen. Auf mikroskopischer Ebene haben die Membranen un-
terschiedliche Eigenschaften, wie zum Beispiel die geschlossene Oberflichen zu
formen, ohne dabei scharfe Kanten zu bilden und sie kénnen sich leicht ei-
ner Oberfliche anpassen. Dennoch besitzen sie eine grofte strukturelle Inte-
gritat gegeniiber duferen Kriften. Diese Kombination von Stabilitdt und Fle-
xibilitdt resultiert aus der molekularen Struktur des Bilayers, der sich aus
Lipiden zusammensetzt. Die Zusammensetzung dieser Lipidmolekiile in einer
Membran bestimmt zugleich auch ihre Funktion. Bislang werden in der Wis-
senschaft als Modellsysteme Vesikel und festkorpergestiitzte Membranen so-

wie Schwarze Membranen zur Untersuchung biologischer Prozesse verwendet

1
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[Miil62B, Miil62A, Ste96, Sac96, Bou9d8, Kno00, Sac00, Eva03]. Das im Rahmen
dieser Arbeit zur Untersuchung der mechanischen Eigenschaften von Membra-
nen verwendete, neuartige Modellsystem der poreniiberspannenden Membranen
kombiniert die Vorteile der etablierten Modellsysteme und minimiert gleichzei-
tig die Nachteile. Die porose Matrix ersetzt dabei das Zytoskelett der Zelle. Die
Verankerung auf den Porenstegen verleiht dem System mechanische Stabilitat,
wahrend die freitragenden Membrankompartimente fiir Flexibilitdt und Fluiditat
sorgen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die mechanischen Eigenschaften von poren-
iiberspannenden Membranen als Funktion von Porenmatrix und Lipideigenschaf-
ten mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops zu bestimmen. Aufserdem sollte in diesem
Zusammenhang ein theoretisches Modell zur Beschreibung der Indentation einer
freitragenden Membran entwickelt werden.

Ultimativ sollten die Erkenntnisse der mechanischen Eigenschaften, die aus den
artifiziellen Systemen gewonnen worden sind, auf native Systeme iibertragen wer-
den. Um diesen Transfer auf komplexe biologische Systeme zu leisten, wurden im
Rahmen dieser Arbeit neben artifiziellen auch biologische Membranen auf pors-
sen Substraten untersucht. Dazu wurden basale MDCK-II Membranen auf einer
porosen Matrix prapariert und diese mittels Rasterkraftmikroskopie charakteri-
siert.

Zellmembranen sind in hohem Mafle sensitiv gegeniiber osmotischen Verdnde-
rungen zwischen dem interzelluldren und extrazellularen Bereich und fungieren
als semipermeable Barriere fiir Ionen. Jedoch kann Wasser ungehindert durch
die Zellmembran dringen. Aus diesem Grund steht im dritten Teil dieser Arbeit
die Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften von MDCK-II Zellen un-
ter osmotischen Verdnderungen des Extrazelluldrraumes im Vordergrund. Durch
die sprunghafte Erhohung beziehungsweise Erniedrigung der Osmolaritét erfah-
ren die Zellen einen Wasserstrom, der durch De- beziehungsweise Hydratisierung
eine Volumenadnderung bewirkt. Diese Volumendnderung, im Rahmen dieser Ar-
beit durch konfokale Lichtmikroskopie quantifiziert, fiihrt zu einer Verinderung
der mechanischen Eigenschaften, die mittels Rasterkraftmikroskopie untersucht

wurden.
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Biologische Membranen und

Modellsysteme

In der Natur grenzen biologische Membranen Zellen und andere Organellen von
ihrer Umgebung ab. Neben dem kontrollierten Austausch von Stoffen und der
Weiterleitung von extrazellularen Signalen sind biologische Membranen vor allem
auch fiir die mechanische Stabilitdt und Formgebung verantwortlich. Bei nativen
Systemen ist ein Zytoskelett bestehend aus Aktinfilamenten, Mikrotubuli und In-
termedidrfilamenten direkt mit der Membran verankert und trégt zusétzlich zur
Stabilitét bei [Alb02, Boa02].

Biologische Membranen setzen sich aus Lipiden®, Proteinen und Polysacchariden
zusammen und bilden komplexe Systeme, die Untersuchungen von mechanischen
Eigenschaften und den Einfliissen einzelner Komponenten auf die Stabilitét er-
heblich erschweren. Nach dem 1972 aufgestellten fluid mosaic model von Singer
und Nicolson bilden die Lipide dabei eine zweidimensionale fliissigkristalline Ma-
trix, in der sich Proteine frei bewegen konnen [Sin72].

Die einzelnen Lipide aggregieren aufgrund ihrer hydrophilen und hydrophoben
Eigenschaften zu einer Doppelschicht, bei der die hydrophoben Fettsaureketten
nebeneinander liegen und die hydrophilen Kopfgruppen der Lipide nach aufen
zeigen. Die physikalischen und chemischen Eigenschaften werden durch die un-
terschiedlichen Kopfgruppen und Ketten charakterisiert und kénnen nach Zell-

und Membrantyp grofse Unterschiede aufweisen. Biologische Eigenschaften wer-

!Die Phospholipide bilden dabei die wichtigste Gruppe der Membranlipide.
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den dabei hauptséchlich durch die Proteine vorgegeben, die in Zusammensetzung
und Anzahl stark variieren konnen. Bei Zellen ist zum Beispiel das Zytoskelett
tiber integrale Membranproteine mit der Membran verbunden [Alb02]. Das von
Singer und Nicolson vorgestellte Modell einer homogenen fliissigen Membran (Ab-
bildung 2.1) ist in der Literatur als nicht mehr giiltig angesehen [Sin72, Fan02].
Membranlipide formen keine homogene aus Sphingo- und Glycerophospholipiden
bestehende Phase, sondern ein vielfaltiges Mosaik aus Doménen mit spezieller
biologischer Zusammensetzung. Diese Domanenstruktur wird als Raft-Anordnung
bezeichnet und ist zum Fokus vieler Untersuchungen in den letzten Jahren ge-
worden [Sim97, Bro98, Bro00, Fan02|. Die Raft-Anordnung {ibernimmt speziel-
le physiochemische Aufgaben, die durch das ,/Treiben“ von Sphingolipiden mit
Cholesterin als fliissig-geordnete Phasen in der fliissigen Phase der Glycerophos-

phorlipiden erméglicht wird.

Kohlenhydrat-
Seitenkette Peripheres  Glykoprotein
Protein

Glykolipid

%
. ‘%fn

{:71.-' /)5~ Phospholipid
My

J H l?
“@ 5

{

Integrales
Alphahelicales Protein
Protein

Abbildung 2.1: Fluid mosaic model der Zellmembran nach Singer und Nicolson [Sin72].
In der fliissigkristallinen Zellmembran befinden sich unter anderem Proteine und Cho-

lesterin.
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2.1 Native Membransysteme: Zellen

Zellen sind die Grundeinheit fiir alles biologische Leben. Es wird zwischen zwei
Zelltypen unterschieden, den prokaryontischen und der eukaryontischen Zellen.
Zu den Prokaryonten zahlen die Bakterien, wéahrend eukaryontische Zellen in
Pilzen, Pflanzen und Tieren zu finden sind. Viele Eukaryonten bestehen aus ver-

ECM Ligand
Zellkontakte

Organellen

Mikrotubuli
Aktinfilamente

Extrazellulare Matrix - ECM

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines Eukaryonten [Ver03].

schiedenen Zelltypen, die sich jeweils auf unterschiedliche Aufgaben spezialisiert
haben. Eukaryonten sind generell grofer und flexibler als Prokaryonten. Weitere
wesentliche Unterschiede sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst. Die Eukaryonten
(Abbildung 2.2) besitzen im Gegensatz zu Prokaryonten einen Zellkern, der
rdumlich die Erbinformation (DNA) vom Zytoplasma trennt. Im Zellinneren
sind Organellen und das Zytoskelett sowie strukturbildende Proteine im Zytosol
eingebettet.

Ein spezialisierter Typus der eukaryontischen Zellen sind Epithelzellen, die bei
Organen das Deckgewebe bilden. Epithelzellen sind immer an &ufseren und
inneren Oberflichen zu finden, zum Beispiel als Hautzellen an der Grenzfliche
zwischen Korper und Luft, im Korper als Wéande von Blutadern oder der
Darmwand. Es herrschen an der einen Seite der Zelle andere Bedingungen
als an der anderen. Der dem Lumen zugewandte Abschnitt der Zellmembran
wird apikale Zellmembran genannt, der abgewandte Teil basale Membran. Die
unterschiedlichen Membranabschnitte besitzen auch unterschiedliche Aufgaben.

So muss z.B. im Darm verhindert werden, dass bestimmte Stoffe aus dem Darm-
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Prokaryonten Eukaryonten
Volumenverhaltnis 1 2000
Zytoskelett nicht existent multifunktional
Organellen nicht existent diverse vorhanden
10 Basenpaare | 107! Basenpaare
DNA ringférmig im Zellkern
Plasmide Introns
RNA einfach kompliziert
Synthese, Reifung Zytoplasma Zellkern
Stoffwechsel anaerob, aerob | iiberwiegend aerob
Endo- und Exozytose keine verschiedene Formen

Tabelle 2.1: Einige Merkmale von Eukaryonten und Prokaryonten im Vergleich.

raum ins Gewebe gelangen. Dies geschieht durch spezielle Verbindungen der
Zellen untereinander, sog. tight junctions. Dadurch, dass auf der apikalen Seite
andere Proteine verankert sind als auf der basalen Seite, wird zum Beispiel dem
Darmephitel ermoglicht, unterschiedliche Stoffe in den Korper zu transportieren.
Es miissen zum Beispiel an der basolateralen Seite Proteine dafiir sorgen, dass
Néahrstoffe aus der Zelle heraus in den Korper gelangen. Befinden sich diese
funktionellen Proteine auch an der dem Darm zugewandten Seite (apikalen
Seite), wiirden die gerade aufgenommenen Stoffe wieder an den Darm abgegeben
werden und wéren so fiir den Korper verloren.

Die Epithelzellen sind an der basalen Seite durch sog. Integrine befestigt. Sie
sind transmembrane Ankerproteine, die in der basalen Zellmembran sitzen
und die Zellen aus dem Zellinneren heraus in der Basallamina verankern. Die
Basallamina besteht aus zwei Schichten, die man Lamina densa und Lamina
rara nennt [Alb02].
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2.1.1 Zytosol und Zellkern

In Abbildung 2.2 ist im Zentrum der Zelle der Zellkern (Nucleus) deutlich zu
erkennen. Als Einheit betrachtet verhélt sich der Zellkern mechanisch wie ein ho-
mogenes kompaktes Gebilde [Ver03]. Neben dem Nucleus befinden sich in den Zel-
len noch weitere Organellen, zum Beispiel Mitochondrien, Vesikel, Golgi-Apparat,
endoplasmatisches Retikulum, Ribosomen und andere Strukturen. Biochemisch
betracht spielen diese Organellen eine wichtige Rolle, konnen aber im Rahmen
dieser Arbeit ndherungsweise als viskoses Gel betrachtet werden [Ver03|.

Das Zytosol von eukaryontischen Zellen wird von einem Proteinnetzwerk auf-
gespannt, dem Zytoskelett. Dieses Netzwerk enthélt drei Typen von Filamenten:
Mikrofilamente, Mikrotubuli und Intermediérfilamente (Abbildung 2.3). Alle drei
Typen bestehen aus helikalen Untereinheiten. Der molekulare Aufbau dieser drei
Filamente fithrt zu unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften. Mikrotubuli
sind auf Grund des hohlzylindrischen Aufbaus sehr steif, wahrend die Mikrofila-
mente die kleinsten Strukuren sind und sich kaum strecken lassen, jedoch einfach
zu zerbrechen sind. Intermediarfilamente konnen nur mit relativ hoher Kraft de-
formiert werden und widerstehen grofsem mechanischen Stress, ohne zu reifen. Die
mechanische Deformierbarkeit dieser drei Typen ist in Abbildung 2.4 dargestellt.
In vivo sind alle drei Typen des Zytoskeletts einer konstanten Remodellierung
der Untereinheiten unterworfen. Dabei wird bei den Mikrotubuli und den Mikro-
filamemten nur an den jeweiligen Enden der bipolaren Strukturen remodelliert.
Es wird Tubulin und Aktin? gebunden.

Die Mikrotubuli sind rohrenférmige Strukturen, die von zwei 50 kDa Proteinen
mit 450 Aminoséduren, den « und 3 Tubulinen, gebildet werden. Sie bilden ein
Dimer mit einem polarisierten Ende. Die Mikrotubuli setzen sich aus 13 Prote-
infilamenten zusammen. Im Zytoskelett sind die Mikrotubuli einer sténdigen De-
und Polymerisation an den einzelnen Enden unterworfen. Die Stringe verlaufen
radial von dem Mikrotubuli organisierenden Zentrum, dem sogenannten MTOC
(hdufig der Zellkern), zu den Réndern der Zelle (vergleiche Abbildung 2.3).

Die chemisch polaren Mikrofilamente sind einem sogenannten Treadmilling un-
terworfen: es werden an dem + Ende Dimere gebunden, wiahrend an dem - Ende
sich das Filament auflst. Die Dimere sind mit einem Durchmesser von 8 - 25

nm die kleinsten Bestandteile des Zytoskeletts. Bei der Aneinanderlagerung von

2Aktin und Tubulin sind die Untereinheiten von jeweils den Mikrofilamenten und den Mi-
krotubuli.
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Mikrofilamente:

Pointed Ende

Mikrotubuli:

Monomer

Barbed Ende

® @ Monomer
o [

=]
Dimer
50 nm
Tetramer
[

4 Monomere

Abbildung 2.3: Die drei Hauptbestandteile des Zytoskeletts bestehend aus Mikrofila-

menten, Mikrotubuli und Intermedidrfilamenten (Keratin).[Ins01]
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Deformation

Mikrofilamente

Intermediarfilamente

Mikrotubuli

Kraft

Abbildung 2.4: Mechanische Eigenschaften von Mikrofilamenten, Mikrotubuli und In-
termediérfilamenten [Jan91]. Es wurde mittels eines Torsionspendels die Scherdeforma-

tion gemessen [Jan90)|

G-Aktin (globuléres Aktin) zu F-Aktin (filamenttses Aktin), werden zwei Ketten
kugelférmiger Bauart umeinander verschlungen. Jedes Aktin-Monomer besitzt ei-
ne Grofe von 42 kDa und besteht aus 375 Aminosduren.

Die Intermediarfilamente sind im Gegensatz zu den obengenannten Filamenten
weder zellspezifisch noch homogen. Es existieren verschiedene zellspezifische For-
men von Intermediarfilamenten, inklusive Keratin in Epithelzellen, Neurofilamen-
ten in Nervenzellen und Desmin-Filamenten in Muskelzellen. Eine Zusammen-
stellung einiger Familien von Intermediarfilamenten ist in Tabelle 2.1.1 gegeben.
Dabei ist das Keratin das verschiedenartigste Intermediarfilament, wovon 20 Ty-
pen allein in menschlichen Epithelzellen zu finden sind. Auch eine einzelne Zelle
ist in der Lage verschieden Arten von Keratin zu bilden. Jedes Keratinfilament
ist eine Zusammensetzung von basischem und saurem Keratin. Keratinfilamente
sind zum Beipiel in Haaren, Négeln, Haut und Krallen zu finden, da sie nach
dem Absterben der Zellen weiter bestehen bleiben koénnen. Thre Grundeinhei-
ten sind zwei umeinander geschwungene a-helikale Proteine mit einer Gréfse von
40 kDa bis 100 kDa. Die Zellspezifitiat der Intermediarfilamente besitzt in der

Diagnostik eine grofe Bedeutung. Durch die Identifizierung bestimmter gewebe-
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Art Zusammensetzung Lokalisierung
Kernspezifisch Lamin A, B und C Lamina des Nucleus
Vimentin artig Vimentin Verschiedene Zellen:

Desmin Muskelzellen
Gliales, fribrelles Protein (sauer) Glia Zellen
Peripherin diverse Neuronen
Epithel Typ I Keratin (sauer) Epithelzellen
Typ II Keratin (basisch) und deren Derivate
(Haare, Négel etc.)
Axonal Neurofilamentdse Neuronen
Proteine

Tabelle 2.2: Die Hauptarten von Intermediérfilament-Proteine in Zellen [Bio94].

typischer Filamente in einer Krebszelle kann das Ausgangsgewebe eines Tumors
bestimmt werden [Bio94].

Eine weitere Familie der Intermediarfilamente sind die sogenannten Neurofila-
mente. Diese werden vor allem in hoher Konzentration in Neuronen gefunden.
Das dritte Mitglied der Intermedidrfilamentfamilie ist das vimentin-artige Fila-
ment, das sich in Muskel-, Herz- und Skelettzellen befinden.

Weiterfiihrende Informationen zum Zytosol und Zellkern finden sich unter
[Bio94, Ins01, Ver03, Sac04].

2.1.2 Extrazellulare Matrix

Extrazellulaire Komponenten sind generell wichtig fiir die Bindung der Zel-
len an ihre Umgebung. Hauptsichlich spielen dabei Kollagen, Fibronectin,
Polysaccharide und Laminin eine Rolle. Diese Komponenten ermdglichen es der
Zelle, auf einem Substrat zu adhérieren, zu wandern oder sich mit anderen Zellen
zu verbinden. MDCK-II Zellen sind in der Lage, eine solche extrazelluldre Matrix

(ECM) zu produzieren und somit auf reinem Untergrund zu adhérieren.
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2.2 Modellsysteme

2.2.1 Aufbau und Eigenschaften von Lipiden

Lipide sind amphiphile Molekiile, die einen hydrophilen und einen hydrophoben
Teil besitzen. Diese Eigenschaft ldsst sie eine selbstorganisierende zweidimen-
sionale, fliissigkristalline Matrix bilden, die so genannte Lipiddoppelschicht
(englisch Bilayer). Diese Matrix ermoglicht es den Proteinen und anderen Mem-
branbestandteilen, sich frei in und auf ihr zu bewegen. Das hydrophobe Ende der
Lipide setzt sich aus gesattigten, beziehungsweise ungesattigten Fettsaureketten
mit einer Linge von zum Beispiel 14, 16 oder 18 C-Atomen zusammen. Kiirzere
oder lingere Ketten sind moglich, aber selten. Die Fettsaureketten sind mit den
Hydroxygruppen des C; und Cy des Glycerins verestert (Abbildung 2.5 A).
Gemeinsamer charakteristischer Bestandteil der Phospholipide ist ein Phos-
phorsédurerest, der mit der verbleibenden Hydroxygruppe am Cs des Glycerins
verestert ist. Zusammen mit den Kopfgruppen bildet der Rest den hydro-
philen Teil des Lipids. Einige native Vertreter mit solchen Kopfgruppen der
Phospholipide sind in Abbildung 2.5 gezeigt. Die Kopfgruppen bestehen aus
einem Alkohol und koénnen verschiedene Polaritdten haben. Die Polaritat der
Kopfgruppen hat wiederum Auswirkungen auf die mechanischen Eigenschaften.
In der Arbeit von S. Schuy wurden zum Beispiel die Durchbruchskréifte von
festkorpergestiitzten Membranen in Abhéngigkeit der Polaritat der Kopfgruppen
und der Salzkonzentration mittels des Rasterkraftmikroskops untersucht [Sch03].
Er fand heraus, dass die Durchbruchskraft mit steigender NaCl Konzentration
bei DOTAP steigt und bei POPS abnimmt.

Neben den Phospholipiden enthalten native Membranen auch Steroide, haupt-
séchlich Cholesterin und Sphingolipide. Der Einfluss von Cholesterin auf die
Membraneigenschaften ist bislang noch nicht vollstdndig gekléart. Bekannt ist,
dass der Gehalt von Cholesterin die Fluiditdt der Membran modulieren kann
[Dem77, Tie05|. Zum Beispiel beeinflusst Cholesterin den Phaseniibergang von
der fliissigen Phase in die Gelphase, so dass bei steigendem Cholesterin- Gehalt
kein scharfer Ubergang mehr existiert.

Biologische Membranen sind dufterst komplex: um Aussagen iiber diese Systeme
treffen zu konnen, ist sowohl die Kenntnis der unterschiedlichen Funktionen

der beteiligten Komponenten als auch die der mechanischen und chemischen
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Eigenschaften notwendig. Bei solchen Untersuchungen ist es sinnvoll, die Zahl der
Komponenten einer Membran zu reduzieren. So werden zum Beispiel Untersu-
chungen der mechanischen Eigenschaften zunéchst anhand von Modellsystemen
durchgefiihrt, um spéter auf komplexere Systeme iibertragen werden zu koénnen.
Um diesen Transfer gewéhrleisten zu konnen, miissen bei den Modellsystemen
die physikalischen und chemischen Eigenschaften frei einstellbar sein. Je nach
Fragestellung und Anwendung haben sich verschiedene Modellsysteme etabliert,
die zusammen mit den mechanischen Eigenschaften solcher Biomembranen im

Folgenden kurz vorgestellt werden.

2.2.2 Schwarze Membranen

Schwarze Membranen (Black Lipid Membranes, BLM) waren das erste Modell-
system, an dem Transportprozesse untersucht werden konnten [Miil63, Miil62A].
Bis heute sind die Schwarzen Membranen ein etabliertes System zur Einzelkanal-
messung. Die Herstellung der Membranen erfolgt, indem eine geringe Menge eines
Lipid-Losungsmittel-Gemisches mit einem feinen Haarpinsel iiber ein circa 0,1
mm grofses Loch in einer Polyethylenfolie aufgetragen wird. Die Polyethylenfolie
ist in einer Teflonwand eingebaut, die als Trennwand zwischen zwei Komparti-

menten fungiert. Beide Kompartimente sind mit einer Pufferlosung gefiillt (ver-
gleiche Abbildung 2.6). Ahnlich einer Seifenblase an Luft bildet sich durch das an

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung einer Schwarzen Membran. Der Ausschnitt
zeigt die freistehende Lipiddoppelschicht, die sich iiber dem Loch in der Polyethylenfolie
ausgebildet hat [Hen03B].

den Rand diffundierende Losungsmittel ein immer diinner werdender Film. Wéh-

rend das aufgetragene Lipid-Losungsmittel-Gemisch bei Beleuchtung mit weifsem
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Licht in sdmtlichen Spektralfarben schimmert, erscheint die nach wenigen Minu-
ten entstehende Lipiddoppelschicht schwarz, da der 4 bis 6 nm dicke Bilayer fiir
Licht mit Wellenléngen im sichtbaren Bereich destruktive Interferenz verursacht.
Ein Vorzug dieses Modellsystems liegt in der guten Zugénglichkeit beider Kom-
partimente, die eine Untersuchung von Transportmechanismen durch die Mem-
bran erlaubt. Zudem ist der Einbau von Transmembranproteinen und Peptiden
leicht realisierbar (vergleiche dazu Abschnitt 2.2.4). Der Einsatz des Losungsmit-
tels wirkt sich dagegen nachteilig aus. Obwohl das Losungsmittel grofstenteils in
die Randbereiche diffundiert, ist eine Beeinflussung der Membraneigenschaften
nicht vollstandig auszuschlieffen. Ein weiterer Nachteil der Schwarzen Membra-
nen liegt in der geringen Langzeitstabilitdat, die typischerweise im Bereich von

einigen Stunden liegt.

2.2.3 Vesikel

Auf Grund der amphiphilen Eigenschaften kénnen Lipide in wéssriger Losung
Uberstrukturen bilden. Die einfachste Uberstruktur ist eine kugelfosrmige Mizelle,
in deren Inneren andere unlosliche oder hydrophobe Substanzen eingeschlossen
werden konnen. Bei geeigneten Bedingungen konnen sphéarische Vesikel entste-
hen (vergleiche Kapitel 2.3). Ein Vesikel besteht aus einer Lipiddoppelschicht in
dessen Innenraum dieselbe wissrige Losung wie aulien sein kann. Vesikel kon-
nen aus einer Lipiddoppelschicht (unilamellar, Abbildung 2.7) oder aus mehreren
Doppelschichten (multilamellar) bestehen. Dabei werden Vesikel bis zu einem
Durchmesser von etwa 50 nm als small unilamellar vesicles (SUV), bis zu einem
Durchmesser von wenigen Mikrometern als large unilamellar vesicles (LUV) und
grofere Vesikel als giant vesicles (GUV) bezeichnet.

Die Herstellung von unilamellaren Vesikeln (SUV und LUV) &hnlicher Grofe
wird iiber die Extrusionsmethode oder durch einen Ultraschallhomogenisator
realisiert. Bei der Extrusionsmethode wird die wéssrige Lipidsuspension mehr-
mals durch eine porose Polycarbonatmembran gedriickt. Die entstehenden Vesi-
kel sind unilamellar und besitzen in etwa die Grofe der Poren der verwendeten
Polycarbonatmembran (vergleiche 4.2.1)[Rev00].

Vesikel eignen sich nicht nur zur Beobachtung von Diffusionsprozessen und Trans-
portphéanomenen durch Ionenkanéle, sondern erlauben auch Untersuchungen an

aktiven Membranproteinen sowie mechanische Untersuchungen. Evans et al. fiihr-



2.2. Modellsysteme 15

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung eines unilamellaren Vesikels.

ten zum Beispiel an Vesikeln Experimente zur Bestimmung der lateralen Span-
nung von Lipiden durch, indem sie die Vesikel mit einer Pipette ansaugten
|[Eva87, Eva97|. Desweiteren wird das Modellsystem der Vesikel zu Untersuchung
der Adsorption an Oberflichen verwendet. Sapper et al. untersuchten zum Bei-
spiel die Adsorption von Giant Vesikeln an funktionalsierten Oberflichen und
bestimmten zusétzlich die Adsorptionsraten mit Unterstiitzung von Monte Carlo
Simulationen [Sap06|, wiahrend Zhdanov et al. die Adsorption und das Aufplatzen

von Vesikeln mittels dynamischer Monte Carlo Simulationen bestimmten [Zhd00].

2.2.4 Festkorperunterstiitzte Membranen

Das Modellsystem der festkorperunterstiitzten Membranen bedient sich eines
Substrates, welches mit einer Lipidschicht (Mono- oder Bilayer) iiberzogen wird.
Die hohe Stabilitdt der festkdrperunterstiitzten Membranen und die Moglich-
keit, verschiedene oberflichensensitive Methoden einzusetzen sind die wichtig-
sten Vorteile dieser Modellsysteme. Zu den moglichen einzusetzenden Verfahren
gehoren zum Beispiel die Rasterkraftmikroskopie (AFM), die Massenspektrosko-
pie, die Quarzmikrowaagentechnik, die ATR-Infrarotspektroskopie und die Im-
pedanzspektroskopie. Die Préaparation der festkorperunterstiitzten Membranen
kann unter anderem iiber folgende zwei Methoden erfolgen: Filmwaagetechnik
und Vesikelfusion.

Unabhéngig von der Praparationsmethode ist beim Einbau von Proteinen
und Peptiden in festkorperunterstiitzte Membranen zu beachten, dass diese

durch das Substrat sterisch behindert wird. Dieses Problem kann durch eine
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diinne Polyelektrolytschicht zwischen Substrat und Membran behoben werden
[Sac96, Kno00, Sac00, The00|. Einen weiteren Ansatz zur Vergroferung des Ab-
standes zwischen Lipiden und Substratoberflache liefern die sogenannten packing-
Molekiile oder Spacer-Lipide [Lan94, Che00|.

Festkorperunterstiitzte Membranen mittels Filmwaagetechnik

Die Technik der Filmwaage gibt es seit Ende des 19. Jahrhunderts [Poc91, Bei91].
Dabei werden die hydrophilen und hydrophoben Eigenschaften amphiphiler Mo-
lekiile genutzt. Hierbei wird eine geringe Menge an Lipiden in einen mit Wasser
gefiillten Trog gegeben. Auf der Wasseroberflache bildet sich eine monomolekula-
re Lipidschicht aus, deren Oberflichenspannung iiber eine bewegliche Barriere frei
einstellbar ist. Durch die bewegliche Barriere kann die dem Monolayer zur Ver-
fiigung stehende Oberflédche variiert werden; bei der Kompression durchléauft der
Monolayer seine Aggregatzustinde von gasanalog tiber fliissiganalog, fliissig/fest
in Koexistenz zu festanalogen Zustand. Der dabei auftretende Lateraldruck II
kann direkt aus der Kraft, die auf die Barriere wirkt, berechnet werden. Technisch
ist die Bestimmung des Lateraldrucks aus der Reduktion der Oberflichenspan-
nung geméf II = ||yripia —Ym,0|| als Differenz zwischen Oberflachenspannung des
Wassers ohne yp,0 beziehungsweise mit 7ppiq Lipidfilm definiert. II wird unter
anderem iiber die an einem Filterpapierbldattchen angreifenden Krafte durch ein
Wilhelmy-System indirekt gemessen (siehe Abbildung 2.8). Eine Moglichkeit, mit

Wilhelmy-
System

Bewegliche Barriere

Teflon-Trog mit Lipid

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung einer Filmwaage.[Hen03B].

Hilfe der Filmwaage festkorperunterstiitzte Membranen herzustellen, ist die soge-
nannte Langmuir-Blodgett-Technik, kurz LB-Technik. Bei der LB-Technik wird
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ein Substrat hydrophilisiert und in die Filmwaage eingetaucht. Anschliefend wer-
den Lipide auf der Wasseroberflache gespreitet. Bei einem konstanten Filmdruck
wird das Substrat wieder herausgezogen. Dabei adsorbiert eine Lipidmonoschicht
auf dem Substrat, wobei die hydrophoben Fettsdureketten nach aufen weisen.
Mit dieser Technik konnen abhéngig vom Lipid bis zu 200 Monoschichten auf ein
Substrat aufgebracht werden. Wahrend das Substrat bei der Langmuir- Blodgett-
Technik senkrecht zur Oberfliche eingetaucht wird, wird es bei der Langmuir-

Schéfer-Technik horizontal zur Wasseroberfliche eingetaucht. Dabei zeigt Ab-

A B C
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Abbildung 2.9: Schematische Skizze eines Filmiibertrags mittels der Filmwaage: Bei
der Langmuir-Blodgett-Technik wird das hydrophile Substrat senkrecht aus dem Trog
herausgezogen (A und B), wihrend es bei der Langmuir-Schdafer-Technik parallel zur

Wasseroberflache eingetaucht wird (C).

bildung 2.9 (A) die Préparation eines Monolayers bezichungsweise Bilayers (B)
mittels der Langmuir- Blodgett-Technik und C die Langmuir-Schdfer-Technik. Es
lassen sich jedoch nicht alle Lipide und Substrate verwenden. Bei der Verwendung
von Phosphadiséure hingt der Erfolg des Ubertrags beispielsweise vom Kalzium-
gehalt ab. Als Substrate eignen sich hauptséachlich planare Oberflachen, die sich
leicht hydrophilisieren, beziehungsweise hydrophobisieren lassen. Die LB Tech-
nik bildet nicht nur eine Grundlage zur Herstellung von festkorperunterstiitzten
Membranen, sondern wird auch in Kombination mit anderen Messtechniken ver-
wendet, zum Beispiel der Brewster-Winkel-Mikroskopie oder der Fluoreszenzmi-
kroskopie. Diese Kombinationen ermdoglichen es, die Bildung und Strukturierung

einzelner Phasengebiete zu messen [Hon91, Wei96, Ros01, Fre04].
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Herstellung festkorperunterstiitzter Membranen mittels Vesikelfusion

Bei der Praparation von festkdrperunterstiitzten Membranen iiber Vesikelfusion
wird das Substrat fiir einige Zeit in einer Vesikelsuspension inkubiert. Die Ve-
sikelsuspension wird dabei iiber die in Abschnitt 2.2.3 beschriebenen Verfahren
hergestellt. Zur Bildung eines einzelnen Bilayers auf dem Substrat miissen die
Vesikel unilamellar sein, dies kann iiber die Extrusions- oder Sonify-Methode
realisiert werden [Rev00]. Bei der Adsorption auf die Oberfliche wird der Vesikel
stark an diese gezogen, so dass grofte Spannungen und starke Kriimmungen den
Vesikel zum Platzen bringen und so einen Bilayer ausbilden (vergleiche Abbil-
dung 2.10 und [Sei91, Sei90]). Nahert sich ein Vesikel einer Oberfléche, so kann in
einfachster Form die Adhésionsenergie U durch das Potential ® und der Kontakt-
flache von Vesikel und Substrat Acontact Deschrieben werden: Uyesi = —P Acontact -
Die gesamte freie Energie eines adhéarierten Vesikels setzt sich aus der Summe
der Adhésionsenergie Uy, und der elastischen Energie Eyjempran Zusammen. Da-
bei konnen bei der Adhésion eines Vesikel grundlegend drei Félle unterschieden

werden®:

schwache Adhaesion : Uvesi < Enembran  Abbildung 2.10(a),
mittlere Adhaesion : Uyesi ~ EMembran Abbildung 2.10(b),
hohe Adhaesion : Uyesi > Fuembran Platzen des Vesikels.
(2.1)

Die grofse Adhésion des adsorbierten Vesikels an das Substrat kann einerseits {iber
Physisorption erfolgen, das heifst iiber einen elektrostatischen oder entropischen
Prozess, andererseits konnen die Molekiile an der Oberflache chemisorbieren. Die
Chemisorption besitzt iiberwiegend den Charakter einer kovalenten chemischen

Bindung, wie zum Beispiel die von Thiolen an Gold.

2.2.5 Poreniiberspannende Membranen

Die oben vorgestellten Modellsysteme bieten ein grofes Spektrum an Einsatzmog-
lichkeiten zur Untersuchung von Membranen und der daran gekoppelten Prozes-

se. Jedoch ist bei diesen Modellsystemen die Langzeitstabilitdt beziehungswei-

3Zur Vereinfachung wird die Druckdifferenz bei dieser Betrachtung vernachlissigt.
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A

Abbildung 2.10: Adsorptionsverhalten eines Vesikels bei unterschiedlicher Adhésion
und Druckdifferenz zwischen dufierem Druck poys und innerem pj o3, berechnet nach
den Simulationen von Seifert [Sei90|. (a) zeigt das Adsorptionsverhalten bei einem Druck
von pout = Pi1,2,3 und verschiedener Adhésion, in (b) ist ein Druck von pout > p1,2,3 und

verschiedene Adhésionsenergien dargestellt.

se die Zuginglichkeit fiir mechanische Untersuchungen eingeschréankt. Um den-
noch die Vorteile dieser Systeme zu nutzen, wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit der Ansatz der poreniiberspannenden Membranen gewahlt. Er verbindet
die Vorteile der BLMs und der festkorperunterstiitzten Membranen ohne deren
Nachteile. Die poreniiberspannenden Membranen bieten durch das pordse Sub-
strat die Moglichkeit der Insertion von transmembranen Proteinen und Peptiden,
ohne die Zugénglichkeit fiir mechanische Untersuchungen einzuschréanken. Das
Modellsystem erlaubt sowohl die Durchfiihrung von Ionenkanalmessungen, wie
sie bei den BLMs vorgenommen werden [R6m04], als auch die mechanischen Un-
tersuchungen, wie sie in dieser Arbeit geplant sind. Ferner schrianken poreniiber-
spannende Membranen die Mobilitat der Lipide und Proteine nur geringfiigig ein.
Die poreniiberspannenden Membranen sind ein sehr junges Modellsystem, so dass
es noch keine etablierte Praparationsmethode gibt. Bei den Substraten, auf denen

die Membran prépariert wird, wird zwischen zwei Substratgruppen unterschieden.
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Sie teilen sich in die Gruppe der makroskopischen Aperturen und die der nano-
porosen Substrate auf. Im Folgenden wird kurz auf die Herstellung der Substrate
und die Praparation sowie deren Einsatz eingegangen.

Die makroskopischen Aperturen werden mit unterschiedlichen Techniken her-
gestellt. Diese Aperturen haben dabei eine Grofe von mehreren Mikrometern,
entsprechend den Loéchern, die bei BLMs zum Einsatz kommen. Diese makro-
skopischen Locher werden unter anderem durch ein Photoresistverfahren erzeugt
und fiir elektrische Untersuchungen mit Gold beschichtet [Che01, Ogi00]. Eine
Silber-Silberchlorid-Elektrode am Boden eines Elektrolytreservoirs ermdglicht die
stromsensitive Messung durch eine aufgezogene Lipidmembran. Die Préaparation
der iiber die Poren gestrichenen Membran wird wie bei den BLMs iiber Interferenz
tiberpriift. Auch Silane oder mit Poly-L-Lysin funktionalisierte Siliziumoberfla-
chen eignen sich als Substrate der makrofabrizierten poreniiberspannenden Mem-
branen. Neben der BLM-Technik konnen Poren mit einer Kantenldnge von bis
zu 100 pm auch mittels der Langmuir- Blodgett-Technik iiberspannt sowie mittels
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden [Osb95|. In einem weiteren Ansatz
versahen Fertig et al. poroses Glas mit einer Lipidmembran, indem sie zuvor die
Poren durch gezielten Goldionenbeschuss von Glastriagern erzeugten [Fer0O1]. Da-
durch erzielten sie einen Durchmesser der Poren von ca. 1 ym. Der Nachweis der
Membran erfolgte durch den Einbau von Gramicidin A und die anschliefsende
Messung von lonenstrémen.

Um den recht langwierigen Herstellungsprozess der mikrofabrizierten Aperturen
zu umgehen, nutzten Favero et al. eine kommerzielle porose Polycarbonatmem-
branen [Fav02|. Fiir die Préparation einer Lipidmembran auf der Polycarbonat-
membran wurde zunédchst das Substrat mit Gold bedampft und im Folgenden
mit einem Thiol funktionalisiert. Die eigentliche Lipidmembran wurde dann mit
einer leicht abgewandelten BLM-Technik aufgetragen und mittels Ionenleitféahig-
keit nachgewiesen. Lieser et al. verwendeten feine Netze aus Kohlenstoff, auf der
mit der Langmuir-Blodgett-Technik die Membran aufgezogen wurde |Lie94].
Neben den Polycarbonat- und Kohlenstoff-Poren wurden von Rémer et al., Drex-
ler et al. und Hennesthal et al. Poren aus Aluminaten hergestellt [R6m04, R6m03,
Hen03B, Dre03A, Dre03B|. Die pordsen Substrate wurden mittels eines selbst-
ordnenden, zweistufigen Anodisierungsprozesses in Aluminium geédtzt. Romer et
al. verwendeten gedffnete Poren, wiahrend Drexler et al. und Hennesthal et al.
geschlossene Systeme verwendeten. Die Membranen wurden dabei entweder mit-
tels der BLM-Technik [R6m04]| oder mittels der Vesikel-Spreit-Technik prapariert
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und sowohl kraftspektroskopisch [Hen03B] als auch durch die elektrischen Eigen-
schaften [Dre03A, Dre03B| nachgewiesen. Die pordsen Substrate eignen sich zu-
dem hervorragend zum Aufbau eines elektrischen Gradienten.

Fiir die Kraftmikroskopie eignet sich dieses System besonders, da es neben der
Langzeitstabilitdt und der Zugédnglichkeit fiir die Kraftspektroskopie den Vesiklen
vorzuziehen ist. Bei kraftspektroskopischen Untersuchungen an ( Giant-) Vesikeln
bezieht man sich auf etwa 10° bis 10® Lipide, withrend Poren nur von ungefihr
8000 Lipiden bedeckt werden. Aufgrund der Nachteile der zuvor beschriebenen
Modellsysteme wird das System der poreniiberspannenden Membranen den an-

deren vorgezogen.
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2.3 Mechanik von Biomembranen

Auf makroskopischen und mikroskopischen Skalen kontrollieren mechanische
Krifte die unterschiedlichsten Lebensprozesse. Das komplexe Zusammenspiel
von Grenzflichen mit elastischen Kréften bestimmt zum Beispiel die Bildung
eines Bilayers oder Vesikels aus einzelnen Lipiden oder die Adhésion von Zellen
auf Gewebeoberflachen. Die Membranen einer Zelle basieren auf der Struktur
von Bilayern mit einer Dicke dg, von etwa 4-6 nm [Isr03, Boa02, Hen03B|.
Zunéchst wird in diesem Abschnitt auf die Bildung einer Membran aus einzelnen
Lipiden eingegangen. Im zweiten Schritt werden die mechanischen Eigenschaften

einer Membran unter kontinuumsmechanischen Aspekten quantifiziert.

Anordnung von Lipiden:

Entsprechend der Klasse der amphiphilen Molekiile besitzen die Lipide eine kleine
lokal begrenzte polare Region, die Kopfgruppe, wiahrend die hydrophobe Schwanz-
gruppe keine Ladung trégt. In wéssriger Losung konnen diese Molekiile in Ag-
gregate kondensieren, wenn die Konzentration einen kritische Wert (kurz CMC:
Critical Micelle Concentration) erreicht. In den einfachsten Modellen ist die CMC
proportional zum Produkt des Volumenterms und dem Faktor exp[—Ek‘:“Td] mit
kg als Boltzmann Konstante, T" Temperatur und Eg;,q als Energie, die benotigt

wird, um ein Lipid aus der Mizelle zu entfernen [Isr03]. Die Grokenordnung der
CMC liegt fiir ein Lipid mit zwei Kohlenwasserstoffketten etwa bei 107° mol
[Boa02|, die fiir ein Lipid mit einer Kohlenwasserstoffkette liegt wegen der ge-
ringeren Hydrophilitit hingegen bei 1072 — 107® mol. Dabei ist die Form des
sich bildenden Aggregats von der eingenommenen Fldche ag der Kopfgruppe, der
Lénge | und dem Volumen v der Kohlenwasserstoffkette abhéngig (Abbildung
2.12). Es ergibt sich folgende Einteilung:

1
Sphaerische Mizellen : >z < -,
aol 3
oo ) 1 v 1
Zylindrische Mizellen : - < — < —|
3 aol 2
1
Bilayer : S <1,
2 aol
Invertierte Mizellen : 1 < Ll (2.2)
Qo
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Abbildung 2.11: Packungseigenschaften von (a) sphérischen Mizellen, (b) zylindrischen
Mizellen, (c) Bilayern und (d) invertierten Mizellen [Boa02].

Eigenschaften einer Membran in der Kontinuumsmechanik:

Die mechanischen Eigenschaften nach Bildung eines Bilayers werden haufig iiber
die Diinne-Platten-Theorie betrachtet [Hel73, Eva74|. Die Membran wird dabei
als ein isotropes homogenes Medium angenommen. Eine nicht verformte Mem-
bran befindet sich in einem Gleichgewichtszustand, der einer minimalen Energie
E = FE.;, des Systems entspricht. Um eine Verformung der Membran durchzu-
fithren, ist zusétzliche Energie erforderlich. Es wird zwischen drei grundlegenden
Arten der elastischen Verformung einer diinnen Platte unterschieden: die Verfor-
mung in der Ebene, die Verformung durch Biegung und die Scherverformung?.
Es ist zu beachten, dass die Scherverformung bei fluiden Membranen aufgrund
der Fluiditdt zu vernachléssigen ist und die Membranen in der fluiden Phasen
kein von null verschiedenes Schermodul besitzen, so dass fluide Membranen nur
die Verformung in der Ebene und Verformung durch Verbiegung erfahren kon-
nen [Can74, Hel73, Eva74]. In Abbildung 2.12 sind die einzelnen mdoglichen re-
sultieren elastischen Verformungen und deren Kréfte dargestellt. Zum Beispiel

ist die Energie die bendtigt wird, um eine Membran in der Ebene zu strecken,
E = %#, mit der Grundfliche Ay, der gedehnten Flache A und dem
Flachen-Kompressionsmodul K, welches proportional zum Produkt von Dicke
dqp, und Volumen-Kompressionsmodul Ky ist [Arn00, Boa02|. Experimentell er-
gibt sich jedoch fiir Lipide mit Kohlenwasserstoffketten von 13 bis 22 C-Atomen
ein relativ konstantes Flichen-Kompressionsmodul von Ky = 0,2-% [Boa02].
Diese experimentell bestimmten Werte konnen auch mit Rechnungen iiber den

Ansatz der Oberflichenspannung o ~ % mit ae{4,..,6} bestétigt werden, wobei

4Im Folgenden werden Membranen betrachtet, die sich in einem weichen (fluiden) Stadium

befinden und somit keine Scherdeformation aufweisen.
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Ao

Abbildung 2.12: Darstellung der drei moglichen Verformungen. In (I) wird das Fla-
chenelement gestreckt oder gestaucht. In (II) und (III) sind die Verformungen einer
Membran dargestellt die durch Kéfte entlang der Flichennormale entstehen kénnen
und eine Verbiegung bewirken. In (IV) ist das Einwirken der lateralen entgegengesetz-

ten Tangentialkréfte dargestellt (Scherverformung).

jedoch der Nenner abhéngig vom benutzen Modell ist [Boa02].

Bei der Betrachtung der Energie E eines Bilayers bei Verbiegung spielen zwei me-
chanische Parameter eine wesentliche Rolle: das Biegemodul x und das Gaufssche
Biegemodul kg. Um die elastische Verbiegung einer Membran zu quantifizieren,
wird diese als eine diinne, homogene Platte angenommen. Dies bedeutet, dass
die Stédrke der Membran/Platte dg, klein im Vergleich zu den tibrigen Dimen-
sionen ist und die Membran nur wenig verbiegt (small gradient case). Deshalb
kann im Wesentlichen ausgeschlossen werden, dass im Inneren der Membran eine
vertikale Spannung existiert und so kann von einer real neutralen Fliche ausge-
gangen werden. Mit diesen Voraussetzungen ist es moglich, die Energie F einer

Membran zu berechnen. Die Energie einer Membran pro Fléche ist gegeben durch
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[Lan, Mer00, Boa02]:

1
H = 5/{([{ — K} +kKg+o
1
= §I<JK2 + 0, (2.3)
wobei K = +1— + =—1— die zweifache Hauptkriimmung der Membran und K

Rlnncn RAusscn
die spontane Kriimmung der Lipidmembran, meist vernachlédssigbar klein, ist.

Die Gausssche Kriimmung K ist eine topologische Konstante und kann nach
dem Gauss-Bonnet-Theorem vernachlissigt werden®. Typische experimentell be-
stimmte Werte fiir das Biegemodul & liegen im Bereich von 0,2 - 10~ J bis
1,0 - 1071® J [Boa02|. Die Oberfliichenspannung o in Gleichung 2.3 wird dabei
iiber die Randbedingung der konstanten Flache eingefiihrt, die wegen der ver-
schwindenden inneren Spannungen als konstant anzunehmen ist. Aus verschiede-
nen Modellrechungen ergibt sich ein Zusammenhang zwischen dem Biegemodul
x und dem Fléchen-Kompressionsmodul K von k = di’% mit dem modellab-
héngigen Parameter ave {12,24,48} und 2 < 8 < 3 und einer Dicke des Bilayers
von etwa 4-6 nm [Boa02, Hen03B, Isr03].

Canham und Helfrich entwickelten als eine der Ersten einen Ausdruck fiir die
Energie, die gegeben ist durch [Can74, Hel73, Bou98, Sac04]:

EMembran = / dA H . (24)
A

Dabei nahmen sie zunédchst an, dass sich die Membran in einem fliissigkristallinen
Zustand befindet, um eine sogenannte shape memory auszuschliefsen. Desweite-
ren wird vorausgesetzt, dass keine spontane Krimmung der Membran existiert
(Ko = 0) und die Energie eine skalare, positiv definite Grofe ist. In Gegensatz
zum Worm-Like-Chain-Modell [Yam97| ist die Energie einer Membran invari-
ant gegeniiber skalaren Verschiebungen A (vergleiche Gleichung 2.5). Dies bedeu-
tet, dass die Energie eines Flichenstiicks dA nicht von der vollstindigen Grofe
abhéngt, sondern nur von der Oberflichenkriimmung. Mathematisch formuliert

ergibt sich fiir die Invarianz bei Reskalierung folgender Ausdruck:

~1 -1 K.» o =1
A —KkK? = 2dA —k(— = = A —kK?
/Ad SRE +o LAd 2/4,()\)4-)\2/ /Ad SRl +o
Reskalierung : X — A - X (2.5)

5Das Gauss-Bonnet-Theorem besagt fiir geschlossenen Oberflichen, dass fz KgdA = 27 —
Jos: KgdS gilt [Car76, Miil04]. In dem hier vorliegenden Fall ist K, mit ﬁ gleichzusetzen.

Solange keine topologische Veréanderung vorliegt, ist K¢ gleich Null zu setzen.
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Uberschreitet die durch die Deformation verursachte Dehnung der Membran einen
Wert von etwa zwei bis vier Prozent, filhrt dies zum wahrscheinlichen Zerreifsen
aller Phospholipidmembranen [Boa02, Hei04]. Das Zerreifsen einer Membran be-
ginnt mit einem kleinen Loch, das in einfachster Ndherung mit einer Randspan-
NUNE Ohoundary Charakterisiert werden kann. Der Rand wird mit den Kopfgrup-
pen ,U“&hnlich iiberdeckt werden, so dass die Randspannung im Bereich von
Thoundary & 7= & 10~ % liegt. Der experimentell bestimmte Wert liegt bei 1 - 4
-107'* £ [Boa02|. Diese Randspannung kann bewirken, dass sich der Bilayer mit

freien Rdndern wiederum zu einer sphéarischen Mizelle formt.
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Methoden

Die mechanischen Eigenschaften von Lipidmembranen werden in dieser Arbeit
mittels optischer und rasterkraftmikroskopischer Methoden untersucht. Fluores-
zenzintensitdten werden mittels eines konfokalen Lichtmikroskops aufgenommen
(Leica DM IRE2, Leica Microsystems, Bensheim Deutschland) und dienen im
wesentlichen zur Ergdnzung der rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen. Fiir
die rasterkraftmikroskopischen Messungen werden die Mikroskope von Digital In-
struments (Dimension 3100, Nanoscope IIla+A /D Controller, Veeco, USA) und
Asylum (Asylum Research MFP-3D AFM, Atomic Force F&E GmbH, Deutsch-
land) verwendet. Das konfokale Lichtmikroskop bietet die Moglichkeit, die Probe
zerstorungsfrei unter Einsatz von eingebauten Fluorophoren zu messen. Das Ra-
sterkraftmikroskop kann die Proben-Spitze-Wechselwirkung im Bereich von Pico-
Newton messen, hat jedoch dabei mechanischen Kontakt mit der Probe.

Beide Systeme haben somit unterschiedliche Einsatzmoglichkeiten: das konfokale
Lichtmikroskop bietet sich zur Untersuchung von Zellen an, deren Gréfte im Be-
reich von mehreren Mikrometern liegt, wihrend sich das Rasterkraftmikroskop
zum Abbilden von Membranen mit einer Auflosung von wenigen Nanometern
besser eignet. Mechanische Eigenschaften kénnen mit dem Rasterkraftmikrokop
lokal aufgelost werden. Aus diesem Grund steht die Rasterkraftmikroskopie in
dieser Arbeit im Vordergrund, wihrend die konfokale Lichtmikroskopie nur un-

terstiitzend eingesetzt wird.

27
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3.1 Konfokale Laser-Rastermikroskopie

Die konfokale Laser-Rastermikroskopie (Confocal Laser Scanning Microscopy,
CLSM) ist eine relativ neue lichtmikroskopische Methode, die sich gegeniiber
der konventionellen Mikroskopie durch ihre erhéhte optische Auflésung auszeich-
net. Ferner ist es moglich, optische Ebenen mit definierten Abstdnden durch ein
transparentes, zu untersuchendes Objekt zu legen. Die Aufnahme solcher opti-
scher Schnitte gelingt durch die Kombination des Prinzips der konfokalen Abbil-
dung aus der konventionellen Lichtmikroskopie mit dem sequentiellen Beleuch-
ten einzelner Objektpunkte, dem sogenannten Rasterverfahren. Optische Schnit-
te eines transparenten Objektes konnen sowohl parallel als auch senkrecht zur
optischen Achse angefertigt werden. Das Objekt wird dabei nicht zerstort, wie
es die sonst zu diesem Zweck notwendige Diinnschichtpréiparation erfordert. So-
mit erlaubt der Einsatz eines CLSMs unabhéingig von der Lage zur Brennachse,
Objekte real-dimensional in Langen- und Flachenbestimmungen zu rekonstru-
ieren |[Eng93, Ste9l, Weg98|. Das konfokale Laser-Rastermikroskop bedient sich
der Fluorophore aus der Fluoreszenzmikroskopie. Diese Fluoreszenzmarker absor-
bieren Licht einer spezifischen Wellenldnge und emittieren wiederum Licht bar-
thochromer Wellenlénge. Da die Wellenlédngen des absorbierten und emittierten
Lichts verschieden sind, ist es moglich, das Streulicht vom eingestrahlten Licht
ZU separieren.

Als Lichtquelle diente bei dem im Rahmen dieser Arbeit benutzten Gerét ei-
ne Xenon- beziehungsweise eine Quecksilberlampe, die weifles Licht emittiert.
Die entsprechenden Filtersysteme reduzieren das Spektrum so, dass der verwen-
dete Fluorophor in seinem Absorptionsbereich angeregt wird. Dabei wird das
Licht durch einen dichroischen Spiegel auf die Probe reflektiert. Das langwellige
Fluoreszenzlicht wird von dem dichroischen Spiegel transmittiert und nach Durch-

laufen des Emissionsfilters detektiert.

3.1.1 Bildaufbau

Bei der konventionellen Mikroskopie wird das Licht nicht nur aus der
Brennebene detektiert, sondern auch aus den unfokussierten Bereichen. Das Prin-
zip der konfokalen Mikroskopie beruht dagegen auf der Tatsache, dass lediglich

ein spezieller Punkt des Objektes beleuchtet und somit registriert wird. Dies wird
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Abbildung 3.1: Vereinfachter Strahlengang eines konfokalen Fluoreszenzmikroskopes
[Fai03)].

durch die Kombination einer Beleuchtungs- und einer Detektionsblende realisiert.
Abbildung 3.1 zeigt schematisch den Aufbau des CLSM. Das von einem Laser
generierte Licht wird mit einer Linse und einer Lochblende auf das Objekt fo-
kussiert. Die resultierende Lichtpunktquelle wird iiber einen halbdurchlassigen
Spiegel durch eine weitere Lochblende auf den Photomultiplier gelenkt. Der Pho-
tomultiplier wandelt das auftreffende Licht in ein der Lichtintensitéit proportiona-
les elektrisches Signal um, das als Helligkeitswert des betrachteten Objektpunktes
registriert wird. Obwohl die Beleuchtung lediglich punktférmig ist, kénnen durch
den einfallenden Primérstrahl und seine endliche Ausdehnung auch Fluorophore
aukerhalb des Fokus-Bereichs zur Emission angeregt werden. Dieses auferhalb
der Fokusebene emittierte Licht wird jedoch ausgeblendet.

Da das beschriebene Verfahren immer nur einzelne Punkte abbildet, muss die
Probe abgerastert werden, um ein vollstdndiges Bild zu erzeugen. Das lasst sich
auf zwei verschiedene Weisen realisieren. Bei dem so genannten Objekt-Scan-

Verfahren wird das abzubildende Objekt durch einen statischen Strahlengang
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bewegt. Im Strahl-Scan-Verfahren dagegen ruht das Objekt und der Primér-
strahl wird durch Bewegen der im Strahlengang befindlichen Spiegel und des
Objektivs iiber die Probe gefiihrt. Aus den x, y-Bildpunkten und der zugehorigen
z-Information lésst sich mit geeigneter Software ein dreidimensionales Bild ge-
nerieren, in dem die einzelnen x, y-Schnitte zu einem einzigen dreidimensionalen
Bild zusammengefiigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit werden die Bildinfor-
mationen mit der firmeneigenen Software bearbeitet und ausgewertet (TCS-LS;
Leica Microsystems, Version 2.5, Build 1347).
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3.2 Rasterkraftmikroskopie

Bei der Untersuchung von biologischen Objekten stellt die konfokale Laser-
Rastermikroskopie eine haufig benutzte Methode dar. Diese Methode ist jedoch
nicht geeignet, wenn eine Auflésung von wenigen Nanometern erforderlich ist.
Um Details untersuchen zu konnen, beispielsweise einzelne Aktinstringe oder
Membranfragmente auf einer pordsen Struktur, bendtigt man eine Auflosung,
die weit unter der von optischen Mikroskopen liegt!. Bei klassischen Licht-
mikroskopen liegt die physikalische, laterale Auflosung nach Abbe etwa bei
der halben Wellenlédnge des verwendeten Lichts [Vog95]. Die Rasterkraft- und
Elektronenmikroskopie ermoglichen dagegen laterale Auflosungen von unter 1
nm. Bei der Elektronenmikroskopie gestaltet sich die Probenpréaparation jedoch
recht aufwendig, hdufig miissen die Proben eine leitende Oberfliche besitzen
und im Vakuum untersucht werden, so dass eine in vivo und in vitro Messung
nicht moglich ist. Durch die Entwicklung der Rasterkraftmikroskopie konnen

Oberflachen unter fast allen Bedingungen untersucht werden.

3.2.1 Grundlagen

Das Rasterkraftmikroskop (engl. Atomic Force Microscope AFM) wurde erst-
mals 1986 von Binnig und Quate vorgestellt |Bin86|. Bei der Entwicklung des
Rastertunnelmikroskops entdeckten sie bis dahin ungeklarte Kréfte mit relativ
kurzer Reichweite, die die Grundlage fiir die Idee eines Rasterkraftmikroskops lie-
fern. Das Rasterkraftmikroskop gehort zu den Rastersondenmikroskopen und be-
ruht auf der Wechselwirkung zwischen Probe und Spitze wéhrend des Rastervor-
gangs. Das Funktionsprinzip ist in Abbildung 3.2 dargestellt und erinnert an die
Funktionsweise eines Plattenspielers. Eine sehr feine Spitze rastert dabei die
Oberfldche der Probe ab. Die Federbalken (engl. Cantilever) bestehen aus Silizi-
um oder Siliziumnitrid und besitzen typischerweise eine Federkonstante zwischen
0,001 g und 50 % Die Spitzenradien variieren zwischen 2 nm und 100 nm.

Das Messprinzip beruht auf der Detektion der Verbiegung des Federbalkens,
die aufgrund der Spitze-Probe-Wechselwirkung auftritt. Dabei hat sich das von
Alexander et al. beschriebene Lichtzeiger-Prinzip durchgesetzt [Ale89], bei der

!'Dabei werden SNOM, STEM und 4-PI aufer acht gelassen.
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die Verbiegung mit Hilfe eines reflektierten Laserstrahls in einer Vierquadrant-
Photodiode detektiert wird. Dabei wird ein monochromatischer kohérenter La-
serstrahl auf den Federbalken fokussiert. Der grofse Abstand von Photodiode und

Cantilever ermoglicht, selbst kleine Auslenkungen zu detektieren.

Lock In
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Spiegel |— Phase
» Amplitude

LED

Referenz-

signal
Piezo )
oszillierender < Anregungssignal @
Federbalken

+ Spitze Probe Frequenz-
generator

* I > __Fehler-
signal Sollwert

X,y,z-Scanner PID-Regler

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung eines Rasterkraftmikroskops betrieben im
Intermittent-Contact Modus [Kiin00|.

Ein Riickkopplungsmechanismus (Elektronik) hélt bei den einzelnen Betriebs-
modi die jeweiligen Regelparameter konstant. Der vielfiltige Einsatz des Ra-
sterkraftmikroskops spiegelt sich auch in der grofsen Bandbreite der Messmodi
wieder. Hierzu zdhlen nicht nur der hiufig verwendete Contact Modus und der
Intermittent-Contact Modus, sondern auch der Non-Contact Modus sowie der
magnetische Modus und der Pulsed Force Modus. Abbildung 3.3 veranschaulicht
einzeln ausgewahlte Betriebsmodi in Abhéngigkeit des Abstandes von Messspitze
und Probe. Zusétzlich ist der Verlauf des Potentials V(z) und der Kraft F' = —%
in Abhéangigkeit zum Abstand skizziert. Im Folgenden werden die wesentlichen

Eigenschaften der verschiedenen Messmodi kurz erlautert.
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Abbildung 3.3: Das Wechselwirkungspotential und die daraus abgeleitete Kraft als
Funktion des Abstandes zwischen Messspitze und Probe. Zusétzlich sind die Arbeits-
bereiche der gingigsten Betriebsmodi skizziert [Kiin00].

Der Contact Modus

Im so genannten Contact Modus steht die Spitze im stédndigen repulsiven
Kontakt mit der Probe und wird mit konstanter Kraft auf die Probe gedriickt.
Die Regelung des Rasterkraftmikroskops hélt die dabei entstehende Verbie-
gung des Federbalkens konstant. Die Topographie der Oberfliche wird iiber
die dafiir notwendigen Hohenédnderungen der Spitze ermittelt. Ferner wird
das Fehlersignal aus der resultierenden Verbiegung erfasst. Dieses Signal ist
aufgrund der endlichen Antwortzeit der Regelkreise nicht konstant?. Dabei ist
dieses Fehlersignal, auch Deflection-Signal genannt, ein Maf fiir die Qualitét
der Aufnahme. Hierbei wird nicht die Topographie, sondern der Prozess der
Differenzierung der Oberfliche dargestellt. So werden besonders die Kanten
und Stufen im Bild deutlich, allerdings verlieren sich die Informationen der
eigentlichen Topographie.

Im Contact Modus lasst sich im Vergleich zum Tapping Modus bei gleichen

2Die einzelnen Regelkreise, Differential-, Proportional- und Integralregler werden in Kapitel
3.2.2 naher erlautert.
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Spitzenradien die hochste Auflosung erzielen. Allerdings ist zu beachten, dass
die Probe in stindigem Kontakt mit der Spitze ist und somit beschadigt
werden kann. Weiche Bereiche auf der Probe erscheinen auf Grund der hohen
Elastizitat tiefer als gleich hohe harte Bereiche. Jedoch ist es mit eben diesen
Nachteilen moglich, Nanolithographie mit dem Rasterkraftmikroskop durchzu-
fithren. Bei biologischen Proben ist es wichtig, sofern sie im Contact Modus
gemessen werden konnen, auf die Normalkraft zu achten. Bei zu hoher Kraft
und zu niedriger Scangeschwindigkeit kann es zu einem ,Durchpfliigen”der
Probe kommen, da die laterale Kraft bis zu einer Groéfsenordnung hoher als
die Normalkraft sein kann [Ben97|. Dann wird die Probe nicht abgebildet,
sondern zerstort. Insbesondere kann es bei der Abbildung von Lipiden zu
einem von Gaub et al. beschriebenen ,Wasserski-Effekt* kommen [Rad94].
Der Grad der Zerstérung bei Aufnahmen im Contact Modus kann durch die
geeignete Wahl der Federkonstante des Cantilevers vermindert werden. Es
sollten Cantilever mit einer &hnlichen Federkonstante wie die des Probensystems

benutzt werden, um eine maximale Auflésung bei geringer Zerstérung zu erzielen.

Die dynamischen Modi

Im oben beschriebenen Contact Modus befindet sich die Spitze in stédndigem
Kontakt mit der Probe. Um die Kontaktzeit, die verantwortlich fiir die Zersto-
rung der Probe ist, zu minimieren, werden bei besonders weichen Proben die
dynamischen Modi bevorzugt, da die Kontaktzeit von der Elastizitdt der Probe
abhéngt und mit zunehmendem Youngschen Modul der Probe abnimmt [Pau00].
Durch die geringere Kontaktzeit werden die lateralen Krafte minimiert und es
ist eine zerstorungsfreie Abbildung moglich. Zu den dynamischen Modi zdhlen
der Non-Contact Modus und der Intermittend-Contact Modus, der je nach
Hersteller auch als Tapping Modus bezeichnet wird. Beim Tapping Modus wird
der Clantilever mit seiner Resonanzfrequenz zu einer konstanten Schwingung
angeregt. Die Probenoberfliche wird bei konstanter Amplitude abgerastert.
Neben der Hoheninformation und der Amplitudeninfomation ist es moglich,
aus der Phasendifferenz der angeregten und resultierenden Schwingung des
Cantilevers Informationen iiber die Energiedissipation des Cantilevers auf die

Probe zu gewinnen. Wird die Schwingung des Cantilevers gedampft, so &ndert
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sich nicht nur die Schwingungsamplitude, sondern auch die Phasendifferenz.
Liegt die gewidhlte Resonanzfrequenz f ausreichend unterhalb der realen Reso-
nanzfrequenz fy, so steigt das Phasensignal an. Bei der Verstimmung von % > 1
féllt das Phasesignal bei steigender Démpfung. Im Bereich von % ~ 1 ist die

Anderung der Phase besonders ausgeprigt, so dass die im Rahmen dieser Arbeit

gemachten Aufnahmen in einem Bereich von £ ~ 0,9 gemessen wurden. Mit

solchen Parametern sind kontrastreiche Bilderf(i)n der Phasendifferenz moglich,
die vor allem die Energiedissipation auf die Probe wiederspiegeln. Bei der
Interpretation solcher Bilder ist zu beachten, dass bei der Annaherung der Spitze
an die Probe ein Bereich von repulsiven und attraktiven Kréften existiert und
somit die Schwingung gedampft oder verstarkt wird. Eine genaue Beschreibung
solcher Kontaktmechanismen und der involvierten Kréfte finden sich unter

anderem in [Got02, Got00, Kru97|.

3.2.2 Regelkreise

Zur Aufnahme von Bildinformationen wird beim AFM auf einen konstanten Wert
(Soll-Wert) geregelt®. Im Folgenden wird ein grober Uberblick {iber die Regelung
eines AFMs gegeben.

Der geforderte Soll-Wert wird durch eine Regelkreiselektronik konstant gehal-
ten. Weicht der Ist-Wert vom Soll-Wert ab, kommt es zu einer Regelung, in
der die Regelabweichung mit einer entsprechenden Stellgrofe korrigiert wird. Ein
Regelkreis lisst sich durch ein Ubertragungsglied charakterisieren. Als Standard-
Eingangssignal wird eine Sprungfunktion (Gleichung 3.1) definiert:

o(t) ::{ 0. <0 (3.1)

ep, t>0.

Aus dieser Sprungfunktion wird die kontinuierlich arbeitende Ubertragungsfunk-
tion bestimmt. Diese Bestimmung der Antwort iibernimmt der Proportional-,
Integral- und Differential- Regler, kurz PID-Regler. Bei diesem Regler wird die

Stellgrofe x(t) aus der Regelabweichung e(t) durch eine Summation iiber drei

3Beim Contact Modus wird auf eine konstante Verbiegung des Cantilevers, die einer kon-
stanten Kraft entspricht, geregelt und beim Tapping Modus in der Regel auf eine konstante
Amplitude.
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Terme erfasst:

w(t) = g (er(t) + Ti] / " endr + TDag(tt)) (3.2)

—0o0

x(t) hdngt neben der Regelabweichung e(t) von drei Konstanten ab: g als Ver-
starkungsfaktor, T als Nachstellzeit und Tp als Vorhaltezeit. Diese drei Werte
werden so eingestellt, dass der Regelkreis schnell und genau genug arbeitet, um

eine konstante Amplitude beziehungsweise konstante Verbiegung zu realisieren.

3.2.3 Abbildungsfehler

Das Auflésungsvermogen eines Rasterkraftmikroskops ist unter anderem durch
die Spitzengeometrie begrenzt. Mathematisch betrachtet ist die Abbildung eine
Legendré-Transformation zwischen der Spitzengeometrie und der eigentlichen To-
pographie der Probe. Eine stumpfe oder breite Spitze verringert die Auflésung
erheblich. Dies ist in Abbildung 3.4 skizziert. Je kleiner der Offnungswinkel und
Radius der Spitze, desto besser wird die Auflésung. Ferner ist zu beachten, dass
die Spitze wiahrend des Scanvorgangs verschmutzen kann, wodurch weitere Arte-
fakte entstehen konnen. Dabei konnen sowohl die Hoheninformationen als auch
laterale Informationen der Probe verfilscht werden. Falls die Abbildungsfehler
nicht durch eine geeignete Wahl der Spitze minimiert werden kénnen, ist es zu-
séitzlich moglich, die Faltung der Spitze nach der Aufnahme wieder zu entkoppeln.
Diese Spitzengeometrie kann durch die Aufnahme eines bekannten, regelméfigen
Gitters und mittels geeigneter Software aus der Topographie entfaltet werden.
Storende Artefakte kommen nicht nur durch die Faltung von Spitze und Probe
zustande, sondern auch durch die verwendeten Piezoscanner. Creeping, Hysterese
und nicht lineare Antworten sind héufige Quellen fiir Abbildungsfehler. Speziell
bei Rohrenscannern tritt zusétzlich der Effekt auf, dass die Scanbewegung nicht
in der Ebene erfolgt, sondern der Scanner eine Kugelkappe (engl. bow) beschreibt.
Dies macht sich sowohl bei grofsen Scanfenstern als auch bei kleinen Héhenunter-
schieden bemerkbar.

Dabei konnte im Rahmen dieser Arbeit auf eine neue Technik zuriickgegriffen wer-
den. Das MFP-3D besitzt statt eines Rohrenscannerns ein System von Piezos, ein
sogenanntes NPS-System© (Nanopositon System). Jede Raumrichtung wird bei
diesem Geriét iiber einen Sensor, einen sogenannten Aktuatorpiezo, getrennt an-

gesteuert, so dass durch den Einsatz dieser separaten Piezoelemente einen grofse
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Abbildung 3.4: (A) Die Faltung der Spitzengeometrie mit der Oberfliche der Probe
ist einer der Griinde fiir die Entstehung von Abbildungsartefakten. (B) Entstehung von
Artefakten durch Verunreinigungen der Spitze [Hen03B].

Genauigkeit erzielt wird. Die Voraussetzung zur hochauflésenden, storungsfrei-
en Positionierung des Cantilevers wird weitgehend durch die Unterdriickung des
Ubersprechens zwischen den Achsen gewéhrleistet. Bei Rohrenscannern ist es
aufgrund der extrem hohen Ubersprechung zwischen den Achsen nahezu unmdog-
lich, eine wie bei dem MFP-3D verwendente Sensortechnik zu installieren und zu
positionieren, da Bewegungen senkrecht zu der Messachse des Piezos von Roh-
renscannern zu erheblichen Fehlern in der Positionierung fithren kénnen.

Durch die von Asylum Research entwickelte Closed Loop-Technik des NPS Sy-
stems ist es nicht nur moéglich die exakte Position zu ermitteln, sondern es ist
auch moglich, damit Creep und Hysterese typische Storeffekte eines Piezos zu
korrigieren. Dabei wird in allen drei Raumrichtungen die Positionierung zusétz-
lich iiberwacht und bei Abweichungen mittels der Closed Loop korrigiert, indem

die exakte Position jeder Raumrichtung bestimmt und eingestellt wird.

3.2.4 Pulsed Force Modus

Der Pulsed Force Modus ist eine Methode der Kraftspektroskopie und der Force
Volume Technik. Der Pulsed Force Modus erlaubt es, simultan die Oberflache ab-
zurastern und die intrinsischen Eigenschaften wie Adhésion und Steifigkeit lokal
aufzulosen [Ros97|. Das Verfahren dhnelt der Force Volume Technik und profitiert
von der kurzen Kontaktzeit von ca. 10 us und der Minimierung der lateral wirken-

den Krifte 4. Die Verbindung der Vorteile des Contact Modus und des Tapping

4Die Kontaktzeit der Kraftspektroskopie betriigt etwa 10ms [Mar00].
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Modus mit der Kraftspektroskopie erméglicht eine simultane, topographische Ab-
bildung mit mechanischen Eigenschaften von biologischen Oberflachen.

Anders als beim Force Volume wird beim Pulsed Force eine sinusférmige Mo-
dulation des z-Piezos im Frequenzbereich von 0,1 - 2 kHz angelegt. Dabei ist
die angelegte Frequenz weit von der Resonanzfrequenz des Cantilevers entfernt.
Die Amplitude des Cantilevers bei dem Pulsed Force Modus liegt im Bereich
von 10 - 500 nm. Dabei tritt die Messspitze wihrend eines Oszillationszyklus
in und aus dem Kontaktbreich der Probe und fiihrt somit in jedem Punkt eine

Kraftindentationskurve durch. In Abbildung 3.5 ist exemplarisch ein vollsténdi-
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Abbildung 3.5: Schematischer Verlauf einer Pulsed Force Kurve als durchgezogene
Linie. Die gepunktete Linie zeigt die Piezobewegung [Kiin00].

ger Pulsed Force-Zyklus an Luft dargestellt, zusatzlich zeigt die gepunktete Linie
den Verlauf des Piezos durch die angelegte Sinusmodulation. Solange wahrend
der Anndherung keine Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe zur Auslen-
kung des Cantilevers fithrt und die Dampfung zu vernachléssigen ist, zeigt die
Kurve einen horizontalen Verlauf, der in Abbildung 3.5 als Basislinie gekenn-
zeichnet ist. Nach dem Snap-on, der eintritt, wenn der Kraftgradient grofer als
die Federkonstante ist, erfahrt die Spitze bei der weiteren Annéherung eine zur
Sinusmodulation lineare Kraft. Die Kraft, die auf die Probe wirkt, steigt bis zu
einem festgelegten Maximum an, bis der Piezo wieder zuriickgezogen wird. Ge-

langt die Spitze vom repulsiven in den attraktiven Wechselwirkungsbereich, hélt
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die Adhésionskraft die Spitze weiterhin auf der Probe. Erst wenn die riicktreiben-
de Kraft die Adhésionkraft {ibersteigt und die Spitze den Kontakt mit der Probe
verliert, oszilliert der Cantilever frei. Diese Oszillation ist jedoch in Fliissigkeiten
stark bis kritisch geddmpft. Durch geeignete Wahl der Triggerpositionen kénnen
aus der gemessenen Pulsed Force Kurve an jedem Punkt der zu untersuchenden
Oberflache materialspezifische Eigenschaften extrahiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wird eine Frequenz von circa 200 Hz und eine Ampli-
tude von etwa 400 nm benutzt. Dabei wird die Amplitude von der Adhésion der
Probe bestimmt, da ein Abriss von der Probenoberfliche gewéhrleistet werden
muss. Die Frequenz wird in diesem Bereich so gewéahlt, da sie einerseits niedrig ge-
nug sein muss, um hydrodynamische Effekte zu minimieren, jedoch andererseits
hoch genug sein sollte, um mindestens an jedem topographischen Punkt einen

vollen Oszillationszyklus zu durchlaufen.

3.2.5 Indentationskurven

Neben der topographischen Analyse von Oberflichen eignet sich das Rasterkraft-
mikroskop zusétzlich zur Analyse molekularer Krifte an Grenzflachen. Eine gu-
te Ubersicht zur molekularen Kriften findet sich in der Arbeit von Janshoff et
al. [Jan00|. Bei einer Kraftkurve wird die Messspitze mit einer definierten Ge-
schwindigkeit an die Probe heran- und wieder zuriickgefahren, so dass die Spitze
den gesamten Bereich des Wechselwirkungspotentials durchlauft. Die aufreten-
den Wechselwirkungen sind dabei abhéngig von der verwendeten Spitze sowie
der Probe und von dem ,Messmedium®“. An Luft dominieren die Kapillarkraf-
te, hervorgerufen durch Kondensation, gegeniiber den Van-der-Waals Kréften.
In Fliissigkeiten sind die Kapillarkrafte verschwunden, wiahrend Kraftkurven von
Van-der-Waals Wechselwirkung dominiert werden.

Beim Durchlaufen des gesamten Wechselwirkungspotentials verbiegen die Kréfte
den Cantilever in Abhéngigkeit des Abstands zur Probe. Die wirksame Kraft
zwischen einer harten Oberfliche und dem Cantilever lasst sich mittels des
Hook “schen Gesetzes FF = —k - zrp beschreiben, wobei die Kraft I von der Fe-
derkonstanten & und der Auslenkung des Piezos zp abhingig ist®. Da jedoch
eine Funktion der Kraft F' in Abhéngigkeit des Spitze-Probe-Abstands z fiir ei-

5In diesem Kapitel wird zuniichst auf die abstandsabhiingigen Krifte eingegangen ohne
Beriicksichtigung der Kontaktmechanik, die in Kapitel 3.2.6 beschrieben ist.
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ne quantitative Auswertung wiinschenswert ist, wird diese Kraftkurve in eine
Kraftindentationskurve umgewandelt’. Im Folgenden wird erldutert, wie diese
Umwandlung der Kraftkurven in Kraftindentationskurven durchgefiihrt wird.

Im statischen Gleichgewicht ist die Federkonstante & mit der aus dem Wechsel-
wirkungspotential resultierenden Ableitung der Kraft gleich. Variiert jedoch die

Kraft, fiihrt dies direkt zu einer Anderung der Federauslenkung:

k-Azp = AF(z)

0
&F(z) Az (3.3)

Q

Dabei wird davon ausgegangen, dass nur die Probe verschoben wird. Desweiteren
verlangt eine Umrechnung einer Kraftkurve in eine Kraftindentationskurve ne-
ben der Federkonstanten k die Kenntnis der Steigung der Kontaktgeraden. Aus
einfachen geometrischen Uberlegungen ergibt sich fiir die Auslenkung des Piezos
Zpiezo die in Gleichung 3.4 dargestellte Abhéngigkeit von der Lénge der Cantile-
ver-Spitze [, dem Probe-Spitze-Abstand z und der Auslenkung zp:

ZPieso = l+2z—2zp

= AZPiezo = AZ+A2F (34)

Auflésen von Gleichung 3.4 und Einsetzen in Gleichung 3.3 ergibt fiir die Steigung
der Kraftkurve folgenden Ausdruck:

AZPiezo 7‘—f§(d) —1 '
od

Hierbei ist zu beachten, dass Gleichung 3.5 eine Singularitit beinhaltet, bei
der der Kraftgradient und die Federkonstante gleich grof sind. Physikalisch
geriat die Tastfeder spontan in Kontakt mit der Probe. Diese Singularitat wird
Snap-on genannt (Abbildung 3.6). Im Bereich des Snap-ons werden Teile des
Wechselwirkungsbereiches iibersprungen. Dies kann jedoch durch Verwendung
harterer Cantilever vermieden werden. Bei Messungen in Fliissigkeiten konnen
dagegen Adhésionskrafte, die fiir den Snap-on verantwortlich sind, vollstandig
verschwinden. Auf das Verhalten dieser Singularitdt wird am Ende des Kapitels

3.2.6 nochmals eingegangen.

6Im Folgenden gilt: bei Kraftkurven wird die Cantilever-Verbiegung gegen die Piezoaus-
lenkung aufgetragen. Entsprechend wird bei einer Kraftindentationskurve die Kraft gegen den
realen Spitze-Probe-Abstand aufgetragen.
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Nach dem Kontakt von Spitze und Probe steigt bei einer sehr harten Oberflache,
das heifst die Federkonstante des Cantilevers ist sehr viel kleiner als die der
Oberfliche (K > Fkgurface), die Verbiegung linear an, wéhrend der Abstand
zwischen Probe und Spitze null ist. Diese Gerade fiihrt zu der Umformung einer
Kraftkurve in eine Kraftindentationskurve. Dabei muss lediglich die Kontaktge-
rade - eine lineare Parameteranpassung an den Bereich der Kurve, in dem der
Cantilever Kontakt zur Oberfliche hat - von der Auslenkung subtrahiert, der

Kontaktpunkt bestimmt und entsprechend umgerechnet werden:

z = Kraftkurve — Kontaktgerade

= ZF (ZP) — OKontaktgerade

= ZF(ZP) +zp — 5const . (36)

Zur Veranschaulichung dieses Vorgangs ist in Abbildung 3.6 eine Kraftkurve ex-
emplarisch dargestellt. In Abbildung 3.6 befindet sich der Cantilever zunachst
bei einem grofsem Abstand zur Probe im Ruhezustand. Bei Annéherung an die
Probe treten attraktive Wechselwirkungen auf, die entgegen der Riickstellkraft
des Cantilevers wirken. Ist der Punkt erreicht, bei dem der Kraftgradient %F (d)
gleich der Federkonstante k ist, liegt das Kriterium fiir die Instabilitdt vor und
es erfolgt der Snap-on (vergleiche Formel 3.5 und Abbildung 3.6). Beim Snap-on
tritt der Cantilever in direkten Kontakt mit der Probe. Eine weitere Verschiebung
des Piezos resultiert in einer Auslenkung des Cantilevers, die entsprechend dem
Hook “schen Gesetz unter der Vorraussetzung von k << ksurface linear ist. Wird der
Piezo von der Probe wieder zuriickgezogen, so verringert sich die Auslenkung zur
Piezoverschiebung wiederum proportional. Aus dem proportionalen Bereich des
Hin- und Riickweges ist eine Bestimmung der Kontaktgeraden moglich, skizziert
in Abbildung 3.6 (vergleiche Formel 3.6).

Die Adhésionskraft ist der Grund dafiir, dass die Spitze weiterhin im Kontakt
mit der Oberfliche bleibt und eine Hysterese zwischen den Kurven von Annéhe-
rung und Retraktion entstehen lisst. Ubersteigt die Riickstellkraft die attraktiven
Wechselwirkungen, tritt wieder das Instabilitatskriterium auf und der Cantilever
verliert den Kontakt mit der Probe (Snap-off). Mittels der Federkonstanten k
und der Kontaktgeraden lésst sich eine Kraftkurve (Abbildung 3.6 a) in eine
Kraftindentationskurve (Abbildung 3.6 b) umwandeln. Die bei einer Kraftinden-

tationkurve entstehende Flache zwischen dem Minimum der Retraktionskurve
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung einer Kraftkurve und deren Kontaktgeraden

(A) und einer daraus umgewandelten Kraftindentationskurve (B) [Jan00].

und dem Gleichgewichtszustand entspricht der Adhésionsenergie. Die so erhalte-
ne Kraftindentationskurve ermoglicht es nun, gemessene Wechselwirkungen zwi-

schen Cantilever und Probe zu quantifizieren.

3.2.6 Kontaktmodelle

Bei der Rasterkraftmikroskopie spielen die Krifte zwischen Probe und Spitze vor
dem Kontakt mit der Probe eine grofse Rolle. Befindet sich die Spitze im Kontakt
mit der Probe, treten elastische Deformationen und Forménderungen der Ma-
terialien auf. Ferner sind diese Kréfte auch von der Spitzengeometrie abhéngig,
so dass man von einem Ansatz der Kontinuumsmechanik ausgeht. In diesem Ab-
schnitt werden einige gdngige Modelle kurz vorgestellt. Alle Modelle berticksichti-
gen weder tangentiale Kréfte (Reibungseffekte) noch laterale Deformationen. Als
gemeinsame Randbedingung wird angenommen, dass die Krafte im Unendlichen

verschwinden und die Verformungen klein im Gegensatz zur Indentation sind.
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Entsprechende grofe Indentationen wiirden eine Abweichung liefern (Vergleiche
Abschnitt 5.2).

Am folgenden wollen wir einen hierher gehérigen Fall behandeln, der praktisches Inter-
esse hat, den Fall ndmlich, dass zwei elastische isotrope Kérper sich in einem kleinen
Theil ihrer Oberfliche beriihren, und durch diesen Theil einen endlichen Druck der eine
auf den anderen ausiben.“”

Bereits 1888 entwickelte H. Hertz ein Modell zur Beschreibung der Kontaktme-
chanik zweier inkompressibler Kugeln mit den Radien R; und R, [Her96, Isr03].
Hertz konnte dabei Aussagen iiber den Kontaktradius ¢, die Kraft F und die
Druckverteilung P(p) in Abhéngigkeit von der radialen Komponente o, Indenter
(bezeichnet mit Index 1) und Probe (Index 2) machen. Ferner gehen in die Berech-
nung des Druckes der Youngschen Module E) 5, das Poissonverhaltnis v o und
die Eindringtiefe h ein. Dabei vernachlassigte Hertz die Adhésionskréfte und ging
von einer harten Wand aus, das heift, dass zwischen den Kérpern eine unendlich

grofte repulsive Kraft wirkt. Hertz fand folgende Zusammenhénge:

3/1—v2 1-—12
reduziertes Youngsches Modul : K~! := —( -l + V2> ,

4\ FE; E,
. ) R Ry
reduzierter Radius: R = ——,
g Ri + R,
2 2
Eindringtiefe : h = CE = \3/ R
F
Kontaktradius : ¢ = RE ,
K
. 3F(1— 0%
Druckverteil S = = Y 3.7
ruckverteilung (0) e (3.7)

Fiir die Verwendung beim Rasterkraftmikroskop wird in diesem Modell Ry =
Rrip und Ry — o0, entsprechend der Probenoberfliche, gesetzt. Typische Werte
fiir einen AFM-Cantilever sind ein Spitzenradius Rrj, = 12 nm, ein Elastizi-
tatsmodul von E; = 255 GPa (SizN)und ein Poissonverhéltnis von vy = 0.23
[Edw04]. In der Literatur weichen diese Werte stark voneinander ab, je nachdem,
welche Methode zur Bestimmung des Youngschen Moduls benutzt wurde.

Sneddon entwickelte in seinen Arbeiten dieses Modell fiir verschiedene Geome-
trien weiter [Sne65|, indem die Eindringtiefe in Abhéngigkeit der Kraft fiir ver-
schiedene Stempelformen berechnet wurde. Er entwickelte den in Gleichung 3.8

angegebenen allgemeinen Ausdruck fiir die Kraft F' in Abhéngigkeit von der Ein-

"Zitat: H. Hertz 1896, [Her96].
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dringtiefe h; dabei bezeichnet p = ﬁ den 2-ten Lamé Koeffizienten, ¢ den

Kontaktradius und Rrip, den Radius des Stempels. f ist dabei durch das Profil
des harten Stempels bestimmt.

4,URTip d 172 %

Y

Entprechend ergibt sich mit Gleichung 3.8 fiir einen flach-endenden zylindrischen,

F(h) = (3.8)

paraboloiden, sphérischen und konischen Stempel:

1. Flach-endender zylindrischer Stempel:

4:uRTip
F = — .
(n) = 2, (39)
2. Paraboloider Stempel:
Flh) = —HC (3.10)
o 3(1-v) '
3. Konischer Stempel:
Ap 2
F(h) = -h 3.11
() 7(1—v)tana ~’ (3:.11)
wobei o den halben Offnungswinkel des Stempels bezeichnet.
4. Spharischer Stempel:
M 2 2 Rrip + ¢
F(h) = T—> (_RTipC + (c + RTip) log —RTiz — c)' (3.12)

5. Sphirischer Stempel nach dem Hertz Modell®:

F(h) = 3(14—1_471/)\/3Tip VB3, (3.13)

Da Messungen des Kontaktradius die von Hertz vorhergesagten Radien iibertra-
fen, fithrten Johnson, Kendall und Roberts in den frithen Siebzigern adhésive
Effekte ein [Joh71, Isr03]. Die Kraft ermittelten sie iiber die Bestimmung einer
Pull-off-Force. Diese Pull-off-Force, im Folgenden Adhésionskraft genannt, muss

8Durch eine Reihenentwicklung des Logarithmus und Abbruch nach dem linearen Glied lifit
sich die Gleichung 3.13 in Gleichung 3.12 {iberfiihren.
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aufgewandt werden, um zwei in Kontakt stehende Korper zu trennen. Ahnlich wie
bei den Modellrechnungen von Hertz wurde auch bei denen von Johnson, Kendall
und Roberts (JKR Modell) angenommen, dass keine gleichzeitige Deformation
der Korper und Adhésionsanziehung méglich ist. Das JKR Modell beruht auf
dem Ansatz, dass die Adhésionskraft ausschlieflich {iber die Oberflichenenergie
eingeht und keine Reichweite besitzt. Es ergeben sich daraus folgende Abhéngig-
keiten fiir den Kontaktradius ¢, die Eindringtiefe A und die Druckverteilung P(p)

unter Beriicksichtigung der in Gleichung 3.7 gemachten Definitionen:

B c? 3/8nUc
"~ Rryp 3K
Ry
CS = %(F + 37TRTipU+ \/GWRTipUF + (37TRTiPU)2>
3KCA \/ﬁ_ 3KU
Plo) = V.o (3.14)

V1= 02
mit U als Adhésionenergie pro Fliache. Fiir U = 0 ergibt sich direkt Glei-

chung 3.7 des Hertzschen Modells. Fiir F' = 0 ergibt sich ein Kontaktradius von

us 24
¢ = if° RIT(“’W, dabei zeigt Gleichung 3.14, dass sogar bei negativen Kraften die

beiden Korper im Kontakt bleiben. Die Kraft, die benétigt wird, um die Koérper

zu trennen, liegt im JKR Modell bei Fpy = %WRTipU . Es ist zu beachten, dass
die elastischen Eigenschaften des reduzierten Youngschen Moduls K zwar einen
Einfluss auf den Kontaktradius haben, nicht jedoch auf die Pull-off-Force. Wah-
rend der JKR Ansatz die Ausbildung eines Halses in der Kontaktzone bei kleinen
Deformationen fordert, ist seine genaue Form und die auftretende Druckvertei-
lung unphysikalisch, denn der Druck in der Randzone wird unendlich. Derjagiun,
Muller und Toporov entwickelten ein Modell (DMT Modell), dass die Pull-off-
Force von dem aus dem JKR Modell berechneten Wert von Fp, = %ﬂ'RTipU
auf Fpyy = 27mRyip,U erhoht [Der75, Isr03]. Dem DMT-Modell liegt wiederum
das Hertz-Modell zu Grunde. Es ergibt sich kein Snap-on Kontakt und es folgt
trivialerweise fiir den Kontaktradius im Abrisspunkt: ¢ = 0. Das JKR-Modell
eignet sich fiir weiche Proben, die eine grofse Oberflachenenergie besitzen, wih-
rend das DMT-Modell bei harten Proben und bei schwacher Adhésion angewandt
werden sollte [Hei99].

Die oben genannten Modelle sind in ihren Rechnungen nur Grenzfille fiir star-
ke und schwache Adhision. Der Ubergang zwischen diesen Modellen beinhaltet
das von Muller, Yushchenko und Derjaguin entwickelte Modell (MYD-Modell)
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[Mul80, Mul83|. Sie entwickelten vollstandige Losungen fiir das Kontaktproblem
zweier ideal elastischer, adhésiver und glatter Kugeln, welche zudem den Uber-
gang von Nichtkontakt zum Kontakt der beiden Korper konsistent angeben. Die
Losung bedient sich dabei elliptischer Funktionen und der Abstand z(x) der bei-
den Korper voneinander ist in folgender Gleichung ohne Herleitung angegeben:

0* 16 - ~ 0 ﬁ( \/2_99) ’

— - [ q
z(0) R 3K ), o p(2(2)) 50 s

(3.15)

dabei wird K als das vollstdndig elliptische Integral erster Ordnung bezeichnet
und p(z(g)) als eine vom Abstand und Radius abhéngige Druckfunktion, die die
Oberflachenkrafte beschreibt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Druckfunktion

aus dem vereinfachten Lennard-Jones-Potential hergeleitet:

o - W) -Gy o

Auf Grund der elliptischen Funktionen kann die Losung nur noch numerisch er-
halten werden. Entscheidend ist, dass z(p) als Funktion von P(z(g)) eine impli-
zite Funktion ist und somit nur iterativ berechnet werden kann. In den achtziger
Jahren war die Rechnerkapazitit nicht ausreichend, so dass die Autoren nur Spe-
zialfélle berechnen konnten. Es zeigt sich, dass die Pull-Off-Force nicht unabhén-
gig von den Materialeigenschaften der Kontaktkorper ist und zwischen den vom
DMT-Modell und JKR-Modell vorausgesagten Werten liegt:

DMT MYD JKR
FPull > FPull > FPull )

3
27TWRTip 2 FMYD Z EWRTipW-

max

Desweiteren ergibt das MYD-Modell einen stabilen Ubergang, wie es das DMT-
Modell voraussagt, als auch ein Jump-On-Verhalten, wie es das JKR-Modell for-
dert. Im Falle starker Adhésion und endlicher Korper zeigt sich eine Hysterese
zwischen dem Annéherungs- und Riickweg.

Mit dem MYD-Modell ist es erstmals gelungen, eine Kraftindentationskurve in
Abhéngigkeit der Materialeigenschaften zu simulieren. Um jedoch die genauen
kraftspektrokopischen Messwerte zu berechnen, muss die Instabilitat des Canti-
levers beim Snap-On beriicksichtigt werden (vergleiche Abbildung 3.6).

Erreicht die Spitze bei Annédhern an die Proben den Punkt, in dem der Kraftgra-
dient 81;—((;0 gleich der Federkonstanten k des Cantilevers ist, liegt eine Unstetigkeit

im Punkt d vor. Diese mathematische Unstetigkeit bedeutet in der Realitét, dass
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der Position desCantilevers instabil wird und dieser auf die Probe schnellt. Es
entsteht ein Snap-On, wie in Abbildung 3.6 im Punkt 2 dargestellt. Die Kréfte
miissen sich in diesem Punkt wieder zu Null addieren, weshalb der Cantilever
sich verbiegt nach unten. Die neue Position bestimmt sich aus der Tangente mit
der Steigung k£ an die Kurve. In Abbildung 3.7 ist eine Kraftindentationskurve
schematisch dargestellt, wie sie aus den Rechnungen des MYD-Modells simuliert
werden kann. Die Pfeile veranschaulichen die Auswirkung der Instabilitdten bei
der Unstetigkeitsstelle d und die somit resultieren Kraftindentationskurven, wie
es das Rasterkraftmikroskop messen wiirde. Entsprechendes gilt auch fiir den
Riickweg und den Pull-Off-Punkt, vergleiche Abbildung 3.6. Bei den kleinen Fe-
derkonstanten, wie sie im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, wird immer
eine solche Instabilitéit auftreten. Die Verwendung von Cantilevern mit groferen
Federkonstanten wiirde das Problem zwar beheben, jedoch eine unzureichende

Sensitivitat bei den Messungen bedeuten.
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Abbildung 3.7: Eine mittels des MYD-Modells simulierte Kraftkurve mit den Cantile-
ver Instabilitdten (Pfeile).
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Kapitel 4

Praparation

4.1 Praparation der Tragersubstanzen

Um die Untersuchung der mechanischen Eigenschaften von freistehenden Lipid-
membranen zu ermdglichen, wurde in dieser Arbeit goldbedampftes, pordses Alu-
miniumoxid anderen Substraten vorgezogen. Ein géngiges Substrat bei Arbei-
ten liber mechanische Eigenschaften von festkorperunterstiitzten Membranen ist
Glimmer [Aug99, H6p97]. Durch Ionenbeschuss entstehen kleine atomare Sto-
rungen an der Substratoberfliche, die durch den Einsatz von Flusssdure auf den
gewiinschten Durchmesser aufgeweitet werden kénnen. Dabei ist die Herstellung
solcher Poren durch den Einsatz von Ionen-Beschleunigern aufwendig und teuer.
In der Chiptechnologie hingegen wird Silizium verwendet, dessen Mikrostruktu-
rierung ein verbreitetes Verfahren ist [Jan98|. Silizium ist elektrochemischen und
oberflachenanalytischen Verfahren zugénglich und wird in hochgeordneten hexa-
gonalen Strukturen auf grofen Fliachen hergestellt. Die Porengrofse kann iiber
den Dotierungsgrad, die eingesetzte Sdure und die Anodisierungsspannung vari-
iert werden. Jedoch ist Silizium in wéssriger Losung nicht stabil und weist ohne
Oxidation oder Oberflichenfunktionalisierung keine ausreichende Stabilitdat im
chemischen Sinne auf [Ste00].

Gosele und Arbeitsgruppe untersuchten in ihren Arbeiten die Herstellung von
hexagonal geordneten porésen Aluminaten [Nie00, 1199, Jes98, Jes97|. Sie zeig-
ten, dass Porentiefe und -durchmesser abhéngig von Anodenspannung, Sdureart,

Temperatur und gewahlter Anodisierungsdauer sind. Auf Grund der Passivierung
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durch die Oxidschicht in wéssrigen Losungen weisen diese Poren eine hohe chemi-
sche Stabilitat auf. Die Porenform ist hierbei als zylindrisch anzunehmen [Jes97].
Mit dem im Folgenden beschriebenen Verfahren sind Porendurchmesser von 10
nm bis 400 nm einstellbar.

Wegen der Beschaffenheit und der Herstellungweise erfiillen porése Aluminate
im Wesentlichen alle in Kapitel 2.2.5 genannten Anforderungen als Substrat bei
der Untersuchung der mechanischen Eigenschaften von artifiziellen und nativen
Membranen. Dariiber hinaus erlauben sie einen Vergleich mit elektrochemischen
Untersuchungen, die unter anderem in der Arbeitsgruppe Steinem durchgefiihrt
werden [Rom03, Rom04, Dre03A, Dre03B].

4.1.1 Herstellung von nanoporosem Aluminat
Grundlagen

Aluminium wird an Luft und in wéssriger Losung durch eine Oxidschicht passi-
viert. Diese native Schicht entsteht durch die Reaktion:

2 Al + 3H20 —>A1203 + SHQ

mit einer freien Reaktionsenthalpie von —864,6 2% [Jes97]. Durch die Passivie-
rung werden die Reaktionspartner voneinander getrennt und die Reaktion kommt
zum Erliegen. Durch das Anlegen einer dufferen Spannung ist es jedoch moglich,
den Ionentransport aufrecht zu erhalten und somit die Dicke der Schicht zu er-

hohen. An der Anode und Kathode finden jeweils folgende Reaktionen statt:

Anode : 2Al + 3H20 — A1203 + 61‘1+ + 6e~
Kathode: 6e~ + 6H" — 3H,

Durch Variation der einzelnen Parameter, wie zum Beispiel Temperatur,
Elektrolyt oder Stromstérke, kann sich eine massive Oxidschicht bilden
oder es koénnen porose Strukturen entstehen. In Elektrolytlosungen, die das
Oxid nicht angreifen, entstehen massive Barriereschichten, wahrend bei der
Entstehung von pordsen Strukturen die Elektrolytlosungen die Oxidschicht
angreifen. Die Bildung des Oxids findet fast ausschlieflich an der Metall /Oxid-
Grenzfliche statt, withrend die durch das Oxid wandernden Al*'-Ionen an der

Oxid/Elektrolyt-Grenzflache meist direkt in Losung gehen. Die so bedingte
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Stromeffizienz der real zur Oxidbildung beitragenden Ionen betrdgt nur et-
wa 60% [Dre03A, Rom04]. An der Oxid/Elektrolyt-Grenzfliche werden die
Protonen reduziert, wihrend an der Metall/Oxid-Grenzfliche die Al-Atome
zu AlPT-Tonen oxidiert werden. Das entstandene AI** fiihrt entweder zur
Oxidbildung mit den an die Metall/Oxid-Grenzfliche gedrifteten OH™ bezie-
hungweise O?~-Ionen oder driftet auf Grund der angelegten Spannung zur
Oxid/Elektrolyt-Grenzflache und geht dort in Losung. Falls die Parameter

—_— —_—
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des Porenwachstums: 1. Phase: Ausbildung
eines Barriereoxids; 2. Phase: Entstehung von signifikanten Vertiefungen; 3. Phase: Aus-

bildung erster, in alle Richtungen wachsender Poren; 4. Phase: vertikales Porenwachs-
tum [Dre03B|.

geeignet gewdhlt werden, entsteht eine pordse Struktur. Die Bildung des
Barriereoxids und das Auflésen des Oxids an der Elektrolyt/Oxid-Grenzflache
sind dabei equilibrierte Prozesse, die eine Porenstruktur erlauben. Diese sich
ausbildenden Poren wachsen nach einiger Zeit senkrecht zur Oberfliche. Die
Abldufe des Porenwachstums sind in Abbildung 4.1 gezeigt. Zunéchst bildet
sich wie bei der Entstehung von massivem Barriereoxid eine solche Schicht aus
(Phase 1 in Abbildung 4.1). In Abbildung 4.2 ist der den einzelnen Phasen
entsprechende Stromverlauf eines Anodisierungsprozesses von Aluminium in

0,3 M Oxalsédure dargestellt. Hier verdeutlichen der anféngliche Kurzschluss und
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die folgende Abnahme des Stroms die Entstehung eines massiven Barriereoxids.
Im weiteren Verlauf steigt der Strom langsam wieder an. Da sich zunéchst
signifikante Vertiefungen bilden (Phase 2 in Abbildung 4.1) und die allméhliche
Bildung von Poren zu einer Verringerung der Oxidschicht fiihren, sinkt der Wi-
derstand. Wegen der hoheren lokalen Feldstdarke an den Vertiefungen, die durch
die Polarisierung der Al-OH Bindungen hervorgerufen wird, 16st sich hierbei
das Oxid schneller auf. Andererseits bewirkt die hohere Feldstarke auch einen
grofkeren lonenfluss, so dass neben einer schnelleren Auflésung des Oxids auch
eine schnellere Bildung auftritt. Die entstehenden Vertiefungen werden nicht
ausgeglichen, sondern verstéirkt und konnen somit die Porenbildung begiinstigen.
Durch die in Phase drei ansteigende Ionendrift erhoht sich der Strom wieder.
Die Poren wachsen in dieser Phase grofstenteils in vertikaler Richtung, da sie
sich in horizontaler Richtung durch das Prinzip des minimalen Widerstandes ge-
genseitig einschranken. Das Gleichgewicht von Dissoziation und Entstehung des
Aluminiumoxids in den Porenbdden ist durch den konstanten Stromverlauf
erkennbar und bewirkt, dass Poren nur noch in vertikaler Richtung wachsen
konnen (Phase 4 in Abbildung 4.1). Durch dieses Gleichgewicht ldsst sich
die Tiefe der Poren iiber die Atzdauer einstellen. Die leichte Abnahme des
Stroms in Phase 4 wird durch die chemische Verdnderung der Elektrolytlo-
sung, den Einbau von Sauerstoff oder die Freisetzung von Al** in den Poren
hervorgerufen und kann durch Riihren der Elektrolytlosung vermindert werden
[Jes97|. Das entstehende Aluminat besteht aus amorphem oder polykristallinem
~v-Aluminiumoxid. Es ist hinlénglich bekannt, dass die Oxide wéahrend der
Anodisierung Ionen aus der Elektrolytlosung inkorporieren, im vorliegenden Fall
wurden fiir Oxalsiure Werte von 3 — 8% gefunden. Uber den Wassergehalt
finden sich bislang noch keine einheitlichen Werte in der Literatur. Sie variieren

zwischen 0% und &dquimolaren Grofen. Detaillierte Informationen finden sich
unter [Nie00, Li99, Jes98, Dre03A, RémO03].

Herstellung poroser Aluminate

Die Herstellung von pordsen Aluminaten beinhaltet das Elektropolieren als Vor-
behandlung, den Anodisierungsprozess, das Ablosen der anodisierten Strukturen

und das weitere Anodisieren von vorstrukturiertem Aluminium. Eine schemati-



4.1. Praparation der Tragersubstanzen 93

30T Phase 1

I/ mA
N
o

Phase 3 Phase 4

/ \

Phase 2

0 200 400 600 800 1000
t/s

Abbildung 4.2: Resultierender Stromverlauf beim Anodisierungsprozess von Alumi-
nium in 0,3 M Oxalséure; gekennzeichnet sind die aus Abbildung 4.1 entsprechenden

Phasen.

sche Darstellung der Apparatur zur Herstellung von pordésen Aluminaten ist in
Abbildung 4.3 dargestellt. In dieser Apparatur wird Aluminium als Anode in eine
Kammer gespannt. Die Kammer wird mit Elektrolytlésung, zum Beispiel Phos-
phorsidure oder Oxalsdure, gefiillt. Als Kathode dient ein Platindraht, welcher in
dquidistanten Abstdnden iiber der Anode gespannt ist. Die notwendige Tempera-
tur wird iiber eine Kupferplatte, angeschlossen an eine Wasserkiihlung, erreicht.
Die Styroporummantelung senkt den Temperaturgradienten zwischen Elektrolyt-
16sung und dem externen Wasserbad auf etwa 1,5 °C. Der Riihrer vermindert die

Ionenverarmung in den Poren und wird mit einer externen Stromquelle betrieben.

Anodisierungsparameter:

Die hohe Attraktivitdt der porosen Aluminate begriindet sich unter ande-
rem mit der Wahl der Anodisierungsparameter, durch die es moglich ist,
die Dicke der Oxidschicht, die Tiefe der Poren sowie ihren Durchmesser zu
variieren. Im vorliegenden Fall ist beispielhaft die Dicke der Oxidschicht in
Abhéngigkeit der Spannung mit 1,357 angegeben. Die gesamte Dicke der
pordsen Schicht und somit auch die Tiefe der einzelnen Poren unterliegt bei

Oxalsdure als Elektrolyt und einer Anodisierungsspannung von 40 V einer
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Abbildung 4.3: Schematischer Aufbau der Apparatur, die zur Herstellung von pordsen

Aluminaten verwendet wird [Dre03B].

linearen Abhéngigkeit zur Anodisierungszeit und ist mit 2um pro Stunde
anzunehmen. Der Durchmesser der Poren bei diesen Anodisierungsparametern
wichst wiederum linear mit der angelegten Spannung und betragt 2,6 57. Li et
al. gelang es, den Abstand der Poren zwischen 50 nm und 400 nm zu variieren.
Detaillierte Informationen finden sich unter [Nie00, Li99, Jes98, Dre03B, R6m03|.

Elektrochemisches Polieren:

Als Vorbearbeitung zur Herstellung der pordsen Aluminate wird die Oberfla-
che der hochreinen Aluminiumtriager (Goodfellow, 99,999 %, Dicke 0,5 mm,
2 x 2cm?) zunéchst durch elektrochemisches Polieren geglittet. Dazu werden die
Substrate drei- bis fiinfmal bei einer Temperatur von 70 °C und einer Spannung
von 20 V solange elektropoliert, bis der Strom jeweils auf einen Wert von etwa
0,2 A abféllt. Dabei greift der Elektrolyt das durch die Standardpassivierung
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gebildete Oxid mit einer sehr hohen Auflésungsrate an. Die Unebenheiten werden
hierbei nicht verstiarkt, sondern ausgeglichen. Der genaue Vorgang ist bislang
noch nicht aufgeklart worden. Um das Angreifen des Elektrolyten zu garantieren,
wird eine Schwefelsdure/Phosphorsidure/Wasser Mischung verwendet, die im
Massenverhéltnis von 2 : 2 : 1 angesetzt ist. Das elektrochemische Polieren
wird dann abschliefsend schlagartig zum Erliegen gebracht, indem die Probe mit
Wasser griindlich gespiilt wird, wodurch ein weiteres Angreifen der Oberfliche

durch den Elektrolyten vermieden wird.

Herstellung ungeordneter Poren:

Im zweiten Schritt zur Herstellung von Poren werden die polierten Aluminate in
einem Anodisierungsprozess bei 2° C und 40 V geétzt. Durch diesen einstufigen
Prozess entsteht eine ungeordnete Porenstruktur. Die elektropolierten Alumi-
niumtriager werden hierzu in die in Abbildung 4.3 dargestellte Apparatur als
Anode eingespannt und mit 0,3 M wéssriger Oxalsdure (Acros, Deutschland) als
Elektrolyt bedeckt. Nach etwa 6-8 h werden die Aluminiumtréger aus der Appa-
ratur genommen und mit Reinstwasser gespiilt, um alle Sdurereste zu entfernen.
Wiéhrend des ganzen Prozesses erfolgt eine kontinuierliche Aufzeichnung des
Stromverlaufs (siehe Abbildung 4.2). Die mit diesen Anodisierungsparametern
hergestellten Poren haben einen Durchmesser von etwa 67 nm. Fiir die Herstel-
lung groferer Poren wird die Oxalséure durch 2,1 M Phosphorséaure als Elektrolyt
ersetzt. Die bei 0 °C und einer Spannung von 160 V entstehenden Poren haben
einen mittleren Durchmesser von 180 nm und weisen eine hohere Ordnung nach
dem ersten Atzprozess auf als die mit Oxalsiure geédtzten Poren nach dem ersten
Atzprozess. Zur Herstellung von Poren eines mittleren Durchmessers von 30 nm
wird Schwefelséure (20 %gew ), eine Temperatur von 0 °C und eine Spannung von
18,7 V verwendet.

Herstellung geordneter Strukturen:

Um hoch geordnete Strukturen zu erhalten, werden die ungeordneten Alumini-

umporen zunéchst in einem Zwischenschritt vom Aluminium abgel6st. Da sich
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die Poren bei dem ersten Anodisierungsschritt, in dem die ungeordneten Poren
entstehen, nach unten hin ordnen, gewinnt man durch das Ablosen des Oxids
eine hexagonal vorstrukturierte Oberfliche auf dem Aluminium. Dazu werden
die ungeordneten Aluminiumtréager bei 65°C in einer Chromoxid /Phosphorsiure-
Losung (1, 8 Yogew CrOs, 7,06 %gew HsPO4 in HoO) fiir 5 Stunden inkubiert. Dieser
Schritt erlaubt es auch, bei bereits verwendeten porésen Aluminaten das Oxid zu
entfernen und diese ein weiteres Mal zu verwenden.

Der zweite Anodisierungsprozess, der eine hexagonal geordnete Struktur der Po-
ren bewirkt, wird mit den gleichen Parametern wie bei der Herstellung ungeord-
neter Poren durchgefiihrt. Bei diesem zweiten Anodisierungsprozess kénnen die
durch die Vorstrukturierung erhaltenen Vertiefungen iiber 3 bis 5 Stunden zu

einer hexagonal angeordneten Porenstruktur aufbereitet werden.

Beschichtung der porésen Aluminate mit Gold:

Um eine Anbindung von Thiolipiden oder MPA auf der porésen Oberfliche zu
ermoglichen, werden die pordsen Oberflichen mit Chrom und Gold bedampft.
Dazu wird der porose Aluminiumtrager zunéchst fiir 10 Minuten im Argonplas-
ma gereinigt. Die Beschichtung mit Chrom und Gold wird anschliefend mit einer
Aufdampfanlage der Firma Balzers Coating System durchgefithrt. Die Alumini-
umtriger werden sofort nach der Plasmareinigung in die Aufdampfanlage einge-
baut. Das Hochvakuum in der Aufdampfanlage, das einen Wert von circa 4-10~°
bar erreichen sollte, wird iiber eine Oldiffusionspumpe und eine Turbomolekular-
pumpe erzeugt. Zu beachten ist, dass der Einbau und das Erzeugen des Vakuums
direkt nach der Reinigung im Argonplasma erfolgt, um neue Verunreinigungen
zu vermeiden. Durch thermisches Verdampfen werden zunéchst 6 nm Chrom mit
einer Rate von 0,5 " und danach 30 nm Gold mit gleicher Rate aufgedampft.
Die Dicke der Schichten ist iiber die Anderung der Resonanzfrequenz eines in der
Aufdampfanlage befindlichen Schwingquarzes, wie bei der Quarz-Mikrowaage,

kontinuierlich bestimmbar.
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4.1.2 Herstellung von atomar flachem Gold

Um einen Vergleich der poreniiberspannenden mit den festkdrpergestiitzen Mem-
branen und die Berechnung der Adhésionsenergie sowie die Untersuchung der
Doménenstruktur des Mischsystems zu ermoglichen, wird zudem atomar glat-
tes Gold als Tragersubstrat verwendet. Der Vorteil dieser Oberflache liegt neben
der glimmer-dhnlichen, planaren Beschaffenheit in der Mdoglichkeit, dass es mit
den nanoporosen Substraten in den Eigenschaften der Oberflichenanbindung ver-
gleichbar ist. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete atomar flache Gold besitzt
eine vergleichbare Oberflachenrauhigkeit wie Glimmer, so dass Membranstruktu-
ren auf dieser Oberfliche leicht zu untersuchen sind.

Die Herstellung von atomar flachem Gold wurde zum Beispiel in der Arbeit von
Hegner et al. beschrieben und erfolgte in der vorliegenden Arbeit in leicht abge-
wandelter Form [Heg93|. Frisch gespaltener Glimmer wird zunéchst mit 100 bis
200 nm Gold bei einem Druck von ca. 4-107% bar, wie bei den porésen Substraten,
bedampft. Der mit Gold bedampfte Glimmer wird anschliefend in kleine ca. 1 cm?
grofse Stiicke geschnitten und mittels Zwei-Komponenten-Kleber der Firma Uhu
mit der Gold beschichteten Seite nach unten auf gereinigte Objekttrager geklebt.
Danach wird der Kleber fiir 24 Stunden bei 60° C gehértet. Das so entstande-
ne, in Abbildung 4.4 dargestellte Glimmer/Gold/Glas-,Sandwich® kann mehrere
Monate ohne Quaélitétsverluste gelagert werden [Heg93|. Von diesem ,Sandwich*
wird sukzessive der Glimmer mit einem Skalpell oder mit Tesafilm abgetrennt,
bis nur noch das Gold auf der Oberfliche vorhanden ist. Die entstandene ato-
mar flache Goldoberfliche wird fiir 7 min im Ultraschallbad in Isopropanol bei
60° C von den eventuell verbliebenen Kleberiickstdnden befreit und fiir 1 h unter

Vakuum getrocknet.

Glimmer

Gold

| Glas

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung eines Gold-Glimmer-Sandwiches.
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4.2 Herstellung artifizieller Membranen

In dieser Arbeit werden N,N-Dimethyl-N,N-dioctadecylammoniumbromid
(DODAB) mit einem molaren Gewicht von 630,96 -& und 1,2-
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol /1,2-Diphytanoyl -sn-glycero-
3-phosphocholine/Cholesterin -~ (DPPTE/DPhPC/Chol)!  in  verschiedenen
Mischungen, sowie das fliissig-kristalline 1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-
Propan Chlorid (DOTAP) mit einer molaren Masse von 697.58 -£; benutzt
(vergleiche Abbildung 4.5). Von den Lipidsystemen werden Stammlésungen mit
einer Konzentration von 10 2% in Chloroform hergestellt, entsprechende Mengen
der Stammlésungen in zuvor mit Chloroform gespiilte Reagenzgliaser gegeben
und das Losungsmittel im Stickstoffstrom verblasen. Dabei gilt es zu beachten,
dass die Temperatur iiber den Hauptphasenumwandlungstemperaturen der
verwendeten Lipide liegt. Dies wird mittels eines temperierten Wasserbades
realisiert. Verbliebene Losungsmittel werden durch anschliefsendes vierstiindiges
Trocknen oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur unter Vakuum entfernt.

Der so erhaltene Lipidfilm ist mehrere Wochen im Kiihlschrank lagerbar.

4.2.1 Praparation von Vesikeln

Zur Vesikelpraparation wird der Lipidfilm in der entsprechenden Pufferlésung
und der bendtigten Konzentration gelost. Dazu wird der Film mittels eines War-
mebades iiber seine Phasenumwandlungstemperatur erhitzt und fiir 15 Minuten
inkubiert. Die Suspension wird anschliefsend fiir 30 s geschiittelt. Diese beiden
Schritte werden bis zu viermal wiederholt, bis der Lipidfilm vollstdndig geldst
ist. Die so entstandene Suspension von multilamellaren Vesikeln wird danach
oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur 31 mal durch eine Polycarbonat-
membran mit entsprechendem Porendurchmesser gedriickt. Die so gewonnenen
unilamellaren Vesikel konnen bis zu 24 Stunden im Kiihlschrank aufbewahrt wer-
den.

Fiir Membranpréaparationen auf porésen Aluminaten mit einem Porendurchmes-
ser unterhalb von 67 nm sowie auf planarem Gold werden Polycarbonatmembra-

nen mit einem nominellen Porendurchmesser von 400 nm benutzt. Der mittlere

'DPPTE hat ein molares Gewicht von 731,0 -&- ; DPhPC von 846,3 -£; und Cholesterin

mol ’
g
von 386,7 =.
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Abbildung 4.5: Strukturformeln von 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphothioethanol, 1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin, N,N-Dioctadecyl-
N,N-dimethylammoniumbromid und 1,2-Dioleoyl-3-trimethylammonium-propan

Chloride (von oben nach unten).

Durchmesser der unilamellaren Vesikel betriigt hierbei etwa 200 nm 4 10 nm?. Bei
Praparationen auf porésen Aluminaten mit einem Porendurchmesser von 180 nm
werden Polycarbonatmembranen mit einem nominellen Durchmesser von 1000
nm verwendet. Hier betragt die mittlere Vesikelgrofse, wiederum bestimmt durch

dynamische Lichtstreuexperimente, etwa 300 nm =+ 15 nm.

4.2.2 Praparation von Lipiddoppelschichten aus thiolipid-
haltigen Vesikeln

Zur Praparation von thiolipidhaltigen Membranen auf pordsen Oberflachen
werden zwei verschiedene Lipidmischungen, die sich in ihrem Cholestorol
Gehalt unterscheiden, verwendet. Die erste Mischung besteht aus 60 %ogew

1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol, 20 %gew 1,2-Diphytanoyl-sn-

2Der Durchmesser der Vesikel wurde mehrmals mittels dynamischer Lichstreuung {iberpriift.
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glycero-3-phosphocholine und 20 %ge,, Cholesterol, wihrend das Mischungver-
héltnis der zweiten Mischung 40/30/30 %gew betriagt. Die Strukturformeln der
verwendeten Lipide sind in Abbildung 4.5 gezeigt.

Die unilamellaren Vesikel werden mittels der Extrusionsmethode erzeugt, bei der
ein LiposoFast©-Miniextruder der Firma Avestin mit Polycarbonatmembranen
der Firma Avestin mit oben genannten nominellen Durchmessern von 400 nm
beziehungsweise 1000 nm verwendet wird. Zuvor wird der Lipidfilm in 10 mM
Bis-Tris Puffer mit 10 mM Na,SOH,, pH 5,5 mit einer entsprechenden Konzen-
tration gelost. Dazu wird der Lipidfilm in dem Puffer auf 55 °C erhitzt und fiir
30 Sekunden mit einem Vortexer der Firma Heidolph geschiittelt. Die 31 mal
extrudierten unilamellaren Vesikel werden direkt auf die fiir fiinf Minuten im
Argonplasma gereinigten entsprechenden Oberflichen gegeben. Nach einer Inku-
bationszeit von vier Stunden werden die Proben mehrmals bei Raumtemperatur

mit Puffer gespiilt, um nicht adsorbierte Vesikel zu entfernen.

4.2.3 Praparation von Lipiddoppelschichten auf negativ

geladenen Oberflachen

Fiir die Herstellung von DODAB-Membranen, beziehungsweise der DOTAP
Membran, werden die Substrate zunédchst mit einer Monoschicht bedeckt. Da-
zu werden die mit Gold bedampften Substrate fiir 5 Minuten im Argonplasma
gereinigt. Die Funktionalisierung der gereinigten Oberfléache erfolgt bei Raumtem-
peratur mit 3-Mercaptopropionsidure (3-Mercaptopropionic acid, MPA, HS-CH,-
CH,-COOH) in einer 1 mM wéssrigen MPA-Losung mit einer Inkubationszeit
von 60 min. Die nicht gebundenen Molekiile werden mit Reinstwasser und zu-
satzlich 10 mM Tris/H»SOy, pH 8,6 entfernt. Die so vorbehandelte Oberfliche ist
schnellstmoglich mit der aus unilamellaren DODAB-Vesikeln, repektive DOTAB
Vesikel, bestehenden Losung zu bedecken. Bei der Vesikelpréparation und Sprei-
ten der Vesikel wird auf eine Temperatur von 55 °C geachtet, um sicher zu stellen,

dass die Phasenumwandlungstemperatur von DODAB {iiberschritten wird.
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4.3 Praparation von nativen Membranen

4.3.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Die Mardine-Darby Canine 11 Zellen wurden im Arbeitskreis von Prof. Dr. H.-
J. Galla in der Gruppe von Priv.-Doz. Dr. J. Wegener in Miinster gezogen. Die
MDCK-II Zellen werden aus einer Stammzucht aus der Deutschen Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) in Braunschweig bezogen und in
Miinster weiter kultiviert. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 %
CO, in Polystyrolflaschen mit einer Wachstumsfliche von 25 cm? kultiviert.

Alle Zellpraparationen sowie die Herstellung der verwendeten Losungen und Me-
dien sind unter einer Sterilbank der Firma Galire durchgefiihrt worden. Das fiir
die Zellzucht verwendete Medium besteht aus MEM Earle (1x), 2,2 =% NaHCOs3,
1 2% p-Glucose, 10 % (v/v) fétales Kélberserum, 100 £ Penicillin, 100 28 Strep-
tomycin und 2 mM Glutamin. Zur Passage der Zellen, die einmal pro Woche
durchgefithrt worden ist, werden die Zellen mit PBS™~ (phosphate buffered sali-
ne®) gewaschen und 10 min mit einer EDTA-Lésung (5 mM in PBS™™) behandelt.
Um die Zellen vom Substrat abzul6sen, werden die von den Zellen gebildeten Haft-
proteine in einer 37 °C warmen 0,25 %-igen (w/v) Trypsinlosung verdaut, so dass
sich der Zelllayer ablosen lasst. Nach dem Ablosen der Zellen wird dieser Prozess
durch Zugabe von serumhaltigem Medium gestoppt. Mittels der Pelletierung der
Zellen durch Zentrifugation kann der Uberstand abgenommen werden und das
erhaltene Pellet wiederum in Kulturmedium resuspendiert werden. Anschliefsend
werden die Zellen im Verhiltnis von 1:10% auf die Substrate ausgesit. Bei Bedarf

wird alle zwei Tage das Medium ausgewechselt.

4.3.2 Decaptierung von Zellen

Die MDCK-II Zellen besitzen als Epithelzellen eine basal und eine apikale Seite.
Fiir die Untersuchung der Innenseite der basalen Membran, beziehungsweise der
apikalen Membran einer Epithelzelle ist es erforderlich die Zelle in der Weise zu

zerteilen, dass nur die basale Membran und das Zytoskelett auf dem Substrat

3Die Zusammensetzung von PBS™~ beziehungsweise PBS* ist 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl,

8.1 mM NasHPO,4 und 1,5 mM KHyPOy4 in Milli-Q Wasser.
4Das Verhiltnis bezieht sich auf die Zelldichte pro cm? Wachstumsfliche.
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verbleibt. Diesen Vorgang wird als Decaptierung bezeichnet. Hierbei werden die
Zellen so entfernt, dass lediglich die untere, beziehungsweise die obere Membran,
die basale (apikale) Membran, zusammen mit ihrem Aktinskelett auf dem Sub-
strat zuriickbleibt.? Im Rahmen dieser Arbeit werden zwei verschiedene Varianten
zur Decaptierung der Zellen durchgefiihrt und miteinander verglichen. Ein Ver-
gleich der Methoden findet sich unter Kapitel 5.4.1.

Das Sandwich-Cleaving-Protokoll

Das Sandwich-Cleaving Verfahren wurde zum Beispiel in den Arbeiten von Le
Grimellec et al. verwendet und ist in Abbildung 4.6 skizziert [LeG95|. Hierbei
werden im Rahmen dieser Arbeit die Zellen entsprechend der oben beschriebenen
Vorschrift auf den Substraten geziichtet. Der praparierte Zelllayer (Abbildung
4.6 A) wird von oben mit einem Poly-L-Lysin beschichteten Deckglas bedeckt,
welches kraftig anpresst wird. Im dritten Schritt wird jegliches Wasser zwischen
Deckglas und Substrat entfernt (Abbildung 4.6 B). Auf Grund der Poly-L-Lysin-
Beschichtung binden die Zellen nach relativ kurzer Zeit an das Deckglas. Nach et-
wa einer Minute wird das ,Substrat/Zellen /Deckglas“-Sandwich wieder getrennt,
ohne laterale Scherkréfte zu applizieren (Abbildung 4.6 C). Durch die Anbindung
der Zellen sowohl an das Poly-L-Lysin als auch an das Substrat reiffen die Zel-

len dabei auseinander und es entsteht eine native Membranschicht, dargestellt in

Abbildung 4.6 D.

Das Squirting- Lysing-Protokoll

Als eine Variante zur Decaptierung der Zellen wurde zunéchst die Methode von
Ziegler et al. in einer abgewandelten Form verwendet [Zie98]. Dabei werden die
Zellen zunéchst auf dem gewiinschten Substrat ausgesét. Nachdem diese die ent-
sprechende Wachstumsdichte erreicht haben, wird das Nahrmedium gegen PBS*+
ausgetauscht. Nach dem Austausch werden die Zellen fiir 3 bis 10 min in domain
lysis buffer (DLB-Puffer)% inkubiert. Durch den osmotischen Druck, der durch die

5Eine Zielsetzung im Rahmen dieser Arbeit ist die Untersuchung der basalen Membran, so

dass im Folgenden sich lediglich auf die basale Seite der Zelle bezogen wird.
6Der Puffer besteht aus 2,5 mM 2-Morpholinoethansulfonsiure (MES), 0,5 mM MgCl, und

0,9 mM CaCl,.
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Poly-L-Lysin

Abbildung 4.6: Schema zur Decaptierung der MDCK-II Zellen durchgefiihrt mittels
Sandwich-Cleaving-Protokoll.
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hohere Ionenkonzentration im Zellinneren und der geringeren Ionenkonzentration
im DLB Puffer hervorgerufen wird, schwellen die Zellen an. Hierbei ist es wichtig,
auf die Inkubationszeit zu achten (siehe Kapitel 5.4.1). Die Hohe der Zellen ist
ausschlaggebend fiir das Gelingen der im Folgenden beschriebenen Decaptierung.
Sobald die Zellen das geeignete Volumen erreicht haben, werden sie mit PBS*+
gespiilt. Dabei werden laterale Scherkrifte appliziert, so dass die Zellen aufplat-
zen und nur die untere basale Membran zurilickbleibt. Die decaptierten Zellen
konnen ein bis zwei Tage bei 4 °C im Kiihlschrank in PBS™t gelagert werden.
Das Prinzip dieser Methode ist in Abbildung 4.7 gezeigt.

Laterale
Scherkrafte

Abbildung 4.7: Schema zur Decaptierung der MDCK-II Zellen durchgefiihrt mittels
Squirting-Lysing-Protokoll. A: Préparationsschritt eins zeigt eine Zelle im isotonen. B:
Schritt zwei im hypotonen Zustand. C: Darstellung der lateralen Scherkréften zum

Decaptieren. D: Die native Membran.

4.3.3 Fixierung und Anfarbung

Nach der Préaparation der Zellen, beziehungsweise der Membranfragmente ist es
moglich diese zu fixieren. Dazu wird die Probe mittels Glutardialdehyd (GA)
oder Paraformaldehyd (PFA) fixiert, indem die Proteine in der Membran mit-
einander vernetzt werden. Durch die Vernetzung mit der Zelle wird ein groferes

Youngsches Modul erzielt (vergleiche Kapitel 5.5).
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Die Proben werden mit 2,5 % Glutardialdehyd Losung in PBS™* Puffer 5 Minu-
ten inkubiert. Anschliefsend wird der Puffer ausgetauscht, um Wechselwirkungen
mit dem Cantilever des AFM s zu vermeiden. Im Falle der Fixierung mittels
Paraformaldehyd wurden diese fiir 5 Minuten inkubiert und danach der Puffer
ausgetauscht. Fiir die Untersuchungen der Zellen mittels der CLSM-Technik miis-
sen diese fluoreszenzmarkiert werden. Dazu wird der Farbstoff FITC-Dextran (0,5
mM, 4 kDa) im Puffer gelost und zu den Zellen gegeben. Um bei den Experi-
menten in Kapitel 5.5 den unkontrollierten Fluss des Farbstoffes zu vermeiden,
werden die Zellen zunédchst dem osmotischen Stress ausgesetzt und spéter der

Puffer mit einem Farbstoff enthaltendem Aquivalent ausgetauscht.
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Kapitel 5
Ergebnisse und Diskussion

Das Kapitel der Ergebnisse und Diskussion unterteilt sich in drei grundlegende
Bereiche. Der erste Teil bezieht sich auf Untersuchungen an poreniiberspannende,
artifiziellen Membranen, wahrend im zweiten Teil native Membransysteme unter-
sucht werden. Der dritte Teil befasst sich mit den mechanischen Eigenschaften
von lebenden Zellen unter osmotischem Stress.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden lokal definierte Indentationsexperimente an ar-
tifiziellen Systemen durchgefiihrt. Dabei wurde eine poreniiberspannende Lipid-
membran mit einem parabolischen Indenter (Cantilever des AFMs) in die Poren
gedriickt. Um diese artifiziellen, poreniiberspannenden Systeme zu untersuchen,
wurden zunéchst geeignete Substrate (atomar flaches Gold und pordse Alumi-
nate) hergestellt und charakterisiert. Nach der Charakterisierung der Substrate
wurde ein theoretisches Modell fiir die Beschreibung der durchgefiihrten Indenta-
tionsexperimente entwickelt, um die elastischen Eigenschaften, wie zum Beispiel
das Biegemodul x und die Oberflaichenspannung o, einer poreniiberspannenden
Lipidmembran zu quantifizieren.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die mechanischen Eigenschaften von nati-
ven Membransysteme unter verschiedenen Aspekten untersucht. Zunéchst wurde
ein Protokoll entwickelt, welches es erlaubt native basale Membranen von Sauge-
tierzellen auf pordsen Substraten zu praparieren. Im Folgenden wurden dann er-
ste Indentationsexperimente an nativen Membransystemen vorgestellt und deren
Problematik diskutiert. Des Weiteren wurden die mechanischen Eigenschaften an
lebenden Zellen unter verschiedenen osmotischen Bedingungen untersucht. Dabei

werden die Youngschen Module der MDCK-II Zellen unter hypertonischen, hy-

67
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potonischen und isotonischen Bedingungen mit isoton-fixierten Zellen verglichen.
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5.1 Charakterisierung der Substrate

5.1.1 Atomar flaches Gold

Atomar flache Oberflichen sind wichtige Voraussetzungen fiir hochaufgeloste Ab-
bildungen mit dem Rasterkraftmikroskop. Aus diesem Grund ist es erforderlich,
solche Oberflachen herzustellen, um festkorperunterstiitzte Membranen mit Ho-
hen von wenigen Nanometern abbilden zu konnen. Goldoberflachen sind dabei
im Rahmen dieser Arbeit besonders wiinschenswert, da sie neben der atomar fla-
chen Struktur auch eine Anbindung von Thiollipiden in gleicher Weise wie bei
den hier verwendeten pordsen Substraten erlauben. Atomar flaches Gold wurde
mit dem in Kapitel 4.1.2 beschriebenen Verfahren hergestellt. Des Weiteren wur-
de Gold auf herkommliche Weise mit einer Rate von 0,2 ®* bei einem Druck von
ca. 4 - 107% bar auf Glimmer aufgedampft, um dieses mit dem atomar flachen
Substrat zu vergleichen.

Zur Charakterisierung des atomar flachen Goldes wurden jeweils rasterkraftmi-
kroskopische Aufnahmen von beiden Proben im contact mode erstellt (Abbildung
5.1). Das topographische Bild ist links neben der histographischen Analyse dar-
gestellt. Eine planare Struktur ist deutlich sichtbar. Die histographische Ana-
lyse zeigt deutlich ein Gaulk-féormiges Verhalten fiir beide Proben aus der sich
eine Standardabweichung von 0,27 nm fiir atomar flaches Gold ergibt. Die er-
zielte planare Fliche von atomar flachem Gold entspricht den Resultaten von
[Heg93, Wag95, Per04|. Vereinzelte Vertiefungen (Abbildung 5.1 A, Pfeil) sind
auf Defektstellen zuriickzufiithren, die durch das Abziehen mit Tesa Film ent-
stehen konnen. Stellenweise kann das Gold mit dem Glimmer zusammen von
der Probe entfernt werden. Die erhaltene atomar flache Struktur iiber mehre-
re Quadratmikrometer eignet sich trotz einiger Fehlstellen hervorragend fiir die
Abbildung eines wenige Nanometer hohen Bilayers. Im Vergleich zu dem atomar
flachen Gold ist zusétzlich die histographische Analyse von herkémmlich mit Gold
bedampfte Proben mit einer Standardabweichung von 8 9 nm dargestellt (siehe
Abbildung 5.1 rechts, rote Linie). Die Standardabweichung von 0, 27 nm des ato-
mar flachen Substrates verglichen mit der Standardabweichung von 8,9 nm bei
herkémmlich aufgedampften Gold liefert eine Verbesserung der Oberflachenrau-
higkeit um den Faktor 35 und eine Hohenverteilung im Subnanometerbereich.

In Arbeiten von Wagner et al. gelang es, atomar flaches Gold im Subnanometer-
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Abbildung 5.1: A: Rasterkraftmikroskopische Topographieaufnahme von atomar fla-
chem Gold auf einem Objekttrager. Der Pfeil markiert einen Defekt in der Goldschicht,
der durch das Spalten des Glimmers hervorgerufen werden kann. B: Histographische
Analyse der topographischen Aufnahme sowie ein Vergleich mit herkémmlich aufge-
dampften Gold. Die Histogramme wurden zum Vergleich miteinander auf eins normiert.
Das atomar flache Gold zeigt eine Standardabweichung von 0,27 nm (blau, Gaukfit
rot), wiahrend das herkdmmlich aufgedampfte Gold eine Standardabweichung von 8,9

nm aufweist (schwarz, Gauffit blau).

Bereich herzustellen, indem das Gold mit verschiedenen Techniken aufgedampft
und dann unter anderem mit Tetrahydrofuran (THF) vom Glimmer abgelost
wurde [Wag95|. So lassen sich eventuelle Kleberiickstdande ausschliefen und der
Glimmer ist einfacher vom Gold abzul6sen. Dieses Verfahren ist jedoch wesent-
lich umsténdlicher als das Spalten mit Tesafilm und einem Skalpell. In dieser
Arbeit wurde auf das Ablosen des Glimmers durch Tetrahydrofuran verzichtet,
da bereits unter Zuhilfenahme eines Skalpells eine ausreichend geringe Rauhigkeit
erzielt wurde (siche auch Kapitel 5.3.1).
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5.1.2 Porose Aluminate

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Zur Charakterisierung der pordsen Aluminate werden im Rahmen dieser Ar-
beit rasterkraftmikroskopische und elektronenmikroskopische Methoden einge-
setzt. Als wesentliche Charakterisierungsmerkmale dienen dabei die Oberflachen-

porositit, der Durchmesser der Poren sowie ihre Ordnung.

Abbildung 5.2: A: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines in 0,3 M Oxal-
sdure gedtzten Aluminiumtriigers, der nach zweistufigem Atz-Prozess erhalten wurde.
Die hexagonale Porenstruktur ist deutlich zu erkennen. B: Rasterelektronenmikrosko-
pische Aufnahme eines in 2,1 M Phosphorsdure gedtzten Aluminiumtrégers, der nach

zweistufigem Atz-Prozess erhalten wurde.

Abbildung 5.2 zeigt zwei rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von porésen
Aluminaten. In Abbildung 5.2 A sind die Poren, die mittels Anodisierung in 0,3
M Oxalsaure hergestellt wurden, dargestellt, rechts die in 2,1 M Phosphorsaure
anodisierten. Zur Bestimmung der Pordsitéit der in Abbildung 5.2 dargestellten
Probe wurde eine Porenanalyse mittels SPIP durchgefiihrt. Es ergibt sich eine
Porositdt von (34 £ 4) % und ein mittlerer Porendurchmesser von (67 4+ 7) nm
fiir die mit Oxalsdure gedtzten Poren. Die Porenanalyse fiir die in Phosphorséu-
re gedtzten Poren (Abbildung 5.2 B) ergibt eine Porositdat von (14 + 4) % und
einen mittleren Durchmesser von (180 £ 10) nm. Die Befunde sind in sehr guter
Ubereinstimmung zu [Dre03A, Hen03B].
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Abbildung 5.3: A: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme eines in Oxalsiure geatzten,
pordsen Aluminats. Der mittlere Porendurchmesser betrigt etwa 67 nm. Deutlich zeigt
sich die hexagonale Anordnung der Poren bis zu den Korngrenzen des Aluminiums
(Markierung I). Die mittels des gelben Pfeils markierten Inhomogenitaten befinden sich
an den Réndern der Korngrenzen. B: Vergroferung von A zusammen mit der Winkelbe-
stimmung zwischen zwei Poren. C: Fourieranalyse des in B dargestellten Ausschnitts. D:
Hohenanalyse entlang der in Abbildung B gezeigten Linie. Die maximale Eindringtiefe

liegt bei etwa 40 nm.
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Abbildung 5.3 A zeigt eine rasterkraftmikroskopische Aufnahme von in Oxalséure
hergestellten, geordneten Poren. Deutlich zeichnet sich das hexagonale Muster bis
zu den Korngrenzen des Aluminats ab. An diesen Korngrenzen bilden sich wéh-
rend des Anodisierungsprozesses immer wieder Inhomogenitéiten (vergleiche Ab-
bildung 5.3 A, Markierung I und Pfeil), die die geordnete Struktur der Oberflache
zwar unterbrechen, jedoch bei der Identifizierung einzelner Poren als Hilfsmittel
dienen. Aus diesem Grund wurde bei der Herstellung der pordsen Substrate auf

die Minimierung dieser Inhomogenitéten verzichtet.

-1 um
0 um

20 ym 0um 4 um 0 um-1 40 pm-1

Abbildung 5.4: A: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme eines in 2,1 M Phosphorsiure
gedtzten, porosen Aluminats. Der Porendurchmesser betrégt 180 nm. B: Vergroferung
von A. C: Fourieranalyse des in B dargestellten Ausschnitts. Deutlich zeigt sich die

hexagonale Anordnung der Poren.

In Abbildung 5.3 B ist die Vergroferung aus Abbildung 5.3 A, die zur Fourierana-
lyse in Abbildung 5.3 C verwendet wurde, dargestellt. Die Abbildung 5.3 C zeigt
deutlich sechs im Kreis angeordnete Haufungspunkte, die die hexagonale Anord-
nung der Poren wieder geben.. Aus Abbildung 5.3 B ist der Winkel zwischen
zwei benachbarten Poren innerhalb einer Korngrenze von 58,6° + 5° ermittel-
bar. Dieser Winkel ist charakteristisch fiir eine hexagonale Anordnung, die auch
durch die sechs im Kreis angeordneten Haufungspunkte der Fourieranalyse in
Abbildung 5.3 C und den Arbeiten von Drexler und Hennesthal bestétigt werden
[Dre03A, Hen03B|.

Durch Héhenanalysen, wie exemplarisch in Abbildung 5.3 D entlang der in Abbil-
dung 5.3 B dargestellten blauen Linie gezeigt, lasst sich zusétzlich die maximale
Eindringtiefe der Rastersonde in die Poren zu 40 nm + 6 nm bestimmen.

Zusatzlich zu den Poren mit einem Durchmesser von 67 nm wurden im Rahmen
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dieser Arbeit auch Poren mit einem Durchmesser von 180 nm verwendet. Diese
in 2,1 M Phosphorsdure hergestellten Poren sind in Abbildung 5.4 dargestellt.
Abbildung 5.4 A zeigt das porése Aluminium als rasterkraftmikroskopische Ab-
bildung eines 20 x 20 ym?. Zur Bestitigung der hexagoinalen Struktur wurde zum
einen der Winkel zwischen zwei benachbarten Poren zu 60,7° in der Vergréfterung
5.4 B bestimmt und zum anderen Abbildung 5.4 A fouriertransformiert. Deutlich
zeigen sich sechs Haufungspunkte in Abbildung 5.4 C, die wiederum die hexago-
nal Anordnung der Poren mit einem Durchmesser von Rpy.e = 90 nm und einem
Winkel von 60° bestétigen. Ferner kann eine maximale Eindringtiefe von 280 nm
bis 400 nm bestimmt werden, die je nach verwendeten Cantilever stark variiert.
Die Eindringtiefe des Cantilevers in eine Pore wahrend das Scanvorgangs ist un-
abhéngig von der Aufdruckkraft und dem Betriebsmodus (nicht gezeigt). Die
maximale Eindringtiefe hg héngt nur von dem Radius der Pore Rpy.. und der
Spitzengeometrie des Cantilevers t(o) ab. In einer ersten Naherung zur Berech-
nung der maximalen Eindringtiefe der Spitze in eine Pore wird der Cantilever
als parabelformig angenommen. Unter Beriicksichtigung der Porenstegstruktur
aus Abbildung 5.3 B und D, die Erhebungen von (11 4 2) nm aufweisen, ergibt
sich folgender Ausdruck fiir die maximale Eindringtiefe hg in Abhéngigkeit der

Radien von Pore und Cantilever:

1
hg = R
E 9 RTip Pore

- HErhebung . (5].)

Der Radius der Spitze Rr;, ist aus Abbildung 5.5 A, beziehungsweise B zu entneh-
men, und ist mit einer mittleren Gréfe von (20 £ 7) nm aus elektronenmikrosko-
pischen Untersuchungen bestimmt worden!. In Abbildung 5.5 ist die theoretisch
bestimmte maximale Eindringtiefe dargestellt. Bei den Poren mit einem Radius
von 33,5 nm wird eine Eindringtiefe von etwa 30 nm erwartet, bei einem Radius
von 180 nm betragt sie etwa 330 nm. Dies entspricht den Werten, die aus den

Messungen bestimmt wurden.

IFiir die weiteren Messungen wurde jeweils der Radius des Cantilevers im Einzelfall mit Hilfe
von TEM Aufnahmen bestimmt. Auftretende Variationen des Spitzenradius in der Auswertung

beruhen auf diesem Grund.
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Abbildung 5.5: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von verwendeten Spitzen. A
zeigt den hauptséchlich in dieser Arbeit verwendeten Typ Olympus TR PSA 400, wah-
rend in B das Fabrikat Olympus BL-RC150VB-C1 dargestellt ist. In C ist schematisch
die Eindringtiefe des Cantilever in die Poren mit den relevanten Variablen skizziert. Ab-
bildung D zeigt die theoretisch bestimmte maximale Eindringtiefe fiir die verwendeten
Porenradien, wobei die durchgezogene Linie die maximale Eindringtiefe aus Berechnun-
gen mit einem mit Radius von 90 nm beziehungsweise die gestrichelte Linie von 33,5

nm darstellt.
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5.2 Theoretisches Modell fur die Indentation von

poreniiberspannenden Membranen

Zur Entwicklung eines theoretischen Modells zur Beschreibung der kraftabhén-
gigen Indentation bedient man sich im Allgemeinen und auch hier der Elastizi-
tatslehre. Die Elastizitédtstheorie ist die Lehre von der Mechanik der Korper, die
als Kontinuum anzusehen sind. Steht ein Kérper unter der Einwirkung &ufserer
Krifte, wird er bis zu einem gewissen Grad deformiert oder &dndert seine Form.
In der Elastizitétstheorie wird zwischen Deformation und Anderung der Form
unterschieden. Bei Anderung der Form wird die molekulare Anordnung nicht
deformiert, sie entspricht dem thermodynamischen Gleichgewicht. Wahrend der
Deformation dndern Korper dagegen ihr Volumen und im Inneren kommt es zu
Spannungen. Diese bei der Deformation auftretenden Krifte werden innere Span-
nungen: oy, genannt.

Im Folgenden werden solche inneren Spannungen vernachlassigt, es wird nur von
duferen Spannungen ausgegangen, das heiflt o,y = 0. Des Weiteren werden
die in Kapitel 2.3 angesprochenen Bedingungen der ,Diinnen Platten-Theorie
angenommen* [Lan|. Dies bedeutet neben der Vernachldssigung der Schwerkraft
(ot = 0), dass die diinne Platte als homogenes isotropes Medium angenommen
werden kann. Es wird zuséatzlich eine gewisse Weichheit der diinnen Platte voraus-
gesetzt, so dass diese keine so genannte shape memory besitzt und somit nur ela-
stische Verformungen erfahrt. Mit den oben genannten Voraussetzungen und mit
der Annahme, dass die Platte sich nur wenig im Vergleich zu ihrer Ausdehnung
verbiegt, soll im Folgenden ein Ausdruck fiir die Eindringtiefe h in Abhéngigkeit
der Kraft F’| verursacht durch einen parabolischen Indenter (o), entwickelt wer-
den.

Die Entwicklung eines theoretischen Modells wird in diesem Kapitel in drei Ab-
schnitte unterteilt: Zunéchst wird die Oberflachenfunktion A () der diinnen Platte
in Abhéngigkeit des Radius ¢ bei einer festen Eindringtiefe bestimmt. Dazu wird
die Fuler-Lagrange-Gleichung iiber den Ansatz der minimalen Energie hergeleitet
und mit speziellen, dem Problem angepassten Randbedingungen, gelost. Als zwei-
ter Schritt wird die Kraft F' als Funktion der Kriimmung der Oberflichenfunktion
h(o) ermittelt, dabei wird die diinne Platte an einer beliebigen Stelle zerteilt und
die entstehenden freien Krifte in die von dem tangentialen Vektor ¢ und dem

longitudinalen Vektor [ in der Ebene der Membran, sowie den normalen Vektor n
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auf der Ebene, transformiert. Die differentialgeometrischen Bedingungen, die im
Rahmen dieser Arbeit als gegeben betrachtet werden, ergeben zusammen mit der
Oberflachenfunktion einen Ausdruck fiir die Eindringtiefe in Abhéngigkeit von
der Kraft. Im dritten Teil dieses Abschnitts werden erste Ergebnisse der semi-
analytischen Rechnungen diskutiert.

Die Ergebnisse dieser mathematischen Beschreibung der Indentation einer diin-
nen Platte durch einen parabolischen Indenter lassen sich leicht auf die im Rah-
men dieser Arbeit durchgefiithrten Experimente iibertragen. Dabei ist die diinne
Platte zusammen mit den Voraussetzungen das geeignete Analogon der poren-
iiberspannenden Lipidmembran. Die Lipidmembran kann als isotropes homogenes
Medium ohne shape memory behandelt werden (vergleiche zum Beispiel Kapitel

5.3.1). Der Cantilever ist dabei der paraboloidférmige Indenter.

I. Berechnung der Oberflichenfunktion (lineare Approximation)

Zur Berechnung der Oberflachenfunktion h(p) fiir die Membran wird eine diinne
Platte angenommen, wobei keine Scherkréfte und keine Streckung existieren sol-
len. Des Weiteren ist der dufere Druck auf die Platte null (Ap = 0) [Bou98|. Als
erste Naherung wird der Ausdruck fiir die Energie einer Platte, Gleichung 2.4,
linearisiert, wobei angenommen wird, dass sich die Platte nur gering verbiegt.
Durch die geringe Verbiegung der Platte ist es mdglich einen sogenannte small

gradient case anzunehmen. Der besagt, dass durch die kleinen Eindringtiefen und

Verbiegungen die Naherung /1 + (Vh)? ~ 1 und somit gilt:

~ 71
EMembran = /dA <§/‘€K2 ‘|‘0'>
A

dA = dazdy/1+ (Vh)? = dady (1 + %(Vh)Q)

K = -v—" _~_Aan

J1+(Vh)?

=~ [ any (e + ol 4 570)

Q

= I

Q

% /A dzdy </~;(Ah)2 + a(Vh)2> + dconst - (5:2)

Des Weiteren muss die Energie der poreniiberspannenden Membran aus Formel

2.4 im Gleichgewichtszustand minimal sein (Prinzip der minimalen Energie). Da-
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zu wird mittels des Variationsansatzes, bei dem kleine Variationen der Energie

von h — h + dh betrachtet werden, variiert:

E(h+6h) — E(h) = %/dxdy (K(A(+5m)* + o(V(h+ o1)°)

~~

Variation von h

- % /A dady (r(Ah)" +o(Vh)?)

J/

g

Normale von h (5.3)
Durch folgende Rechenregeln der Vektoranalysis,

a) V-(ARVSh) = V(AR)VSh + ARASK,
b)  V-(Vhéh) = Ah-S6h+ VhV6h,
¢) V-(V(ARSH)) = AAWSh + VAR - Véh, (5.4)

ergibt sich die Gleichung:
5B = / dedy [(AR)(A5h) + o(Vh)(V6h)]
A L

_ / dedy | =KV AR - V6h — 0 AhSh + V(KJAhV(Sh n avahﬂ
A L

= / dxdy -(HAA}Z — aAh) oh + V(ﬁAthh — kVAhéh + th(Sh)}.
1 I PN

v e

bulk term boundary term (5.5)

Bei kleinen Indentationen wird der Randterm (boundary term) auf Grund kleiner
Anderungen von §h — 0 verschwinden, da bei h — 0 (VJh) — 0 viel stiirker
konvergiert. Somit kénnen die Terme mit Vdoh vernachlissigt werden. Der bulk
term hingegen liefert die entscheidende Fuler-Lagrange-Gleichung 5.7 und muss
fiir 0F = 0 verschwinden, da dh gegen null geht. Zusammenfassend ergibt sich
fiir die Energie einer diinnen Platte aus Gleichung 2.4 nach Transformation in

Zylinderkoordinaten und Ausnutzen der Zylindersymmetrie folgender Ausdruck:

EMembran - /dAH
A
1
= 5 /A dady (k(2R)" +o(Vh)?)

Rpore
=7 /0 do Q[li(Ah(Q))Q + J(Vh(g))] (5.6)
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Aus Gleichung 5.3, 5.5 und 5.6 ergibt sich unter Verwendung des Gauf “schen
Satzes die Fuler-Lagrange-Gleichung:

1
Eigenwertgleichung : Ah(o) =0 Vv (A - i)h(g) =0 (5.7)

22
3

mit A = g und &:L.

K 12(1 — 0?)

Hierbei bezeichnet h(p) die Oberfliche der poreniiberspannenden Membran in
Abhéngigkeit des Radius p, des Biegemoduls x und der Oberflachenspannung o.
Im Folgenden ist ¢ = 0 als Mittelpunkt der Pore definiert. Als allgemeine Losung
des aus der Differentialgleichung resultierenden Eigenwertproblems 5.7 ergibt sich
folgende Losung:

ho) = hiTo(3) 4 ha-Ko(3) 4 ha-In(5) + hu, (5.8)

in der I und K, die modifizierten Besselfunktionen erster und zweiter Art null-
ter Ordnung beschreiben. Die einzelnen Integrationskonstanten h; 4, werden im
Folgenden durch geeignete Randbedingungen (Rb. 1 bis 5) bestimmt, die sich aus
einfachen geometrischen Uberlegungen mittels Abbildung 5.6 ergeben:

1. Durch die Anbindung des Bilayers an das Substrat muss die Membran am

Rand der Pore flach aufliegen:

ho) lo=r=0, (5.9)

2. Durch das flache Aufliegen der Membran ergibt sich ein Kontaktwinkel von
null Grad:

d

d_gh(g) lo=r=10, (5.10)

3. Die Eindringtiefe der Membran h(c) am Kontaktpunkt c ist gleich dem
Profil der Cantilever-Spitze t(c)

h(o) ’g:c: t(o) |Q:c ) (5.11)

4. Die Steigung der Membran am Kontaktpunkt ¢ muss gleich der Ableitung
der Eindringtiefe der Spitzenfunktion #(c) sein, das bedeutet, dass die Mem-
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Rpore
o Rb1.-2.
h,
/‘ Rb 3.-5.
—
c Ry,
F

Abbildung 5.6: Schematische Darstellung der Eindringtiefe fiir die Modellrechnungen

inklusive der Randbedingunen und verwendeten Variablen.

bran sich ohne Knick und Loch von der Spitze im Kontaktpunkt 16st (Ar-

gument der Differenzierbarkeit):

d d
d_gh(g) |g=c— d_gt(g) |g=c ’ (5.12)

5. Die Kriimmung der Membran am Kontaktpunkt ¢ muss gleich der Kriim-
mung der Spitze unter Beriicksichtigung der Adhésion sein. Im Falle der
small gradient Approximation gilt:

d? 1

e (0)
10 (1 £h(o)

d? d? [2.U
d_QQh(Q) |Q=C = d_QQt(Q) |Q=c - T .

Dabei wird in Gleichung 5.13 angenommen, dass die Spitze des Cantilevers ein

parabelférmiges Profil (o) = 3 RQPQ besitzt (vergleiche Formel 5.1) und die Adhé-

Q

(5.13)
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sionsenergie pro Flache durch U beschrieben wird. Es ergibt sich fiir die Lésung
der Differentialgleichung 5.7 bei fester Eindringtiefe h folgende Oberflichenfunk-
tion h(p):

hip) = 2c2A3IO(§)+2c2A3IO(};)—4c2A3IO(

3)\211(X)
R R
+ 2hoRTipcA211(§) + PRNT(5) — 2hoRRrip AL (5

¥~

)+c)\11(§)

o
>| =

—202)\Io(§) + 262)\Io(§) + (02 - QhORTip) (CIl(—) - RIl(

A
c a2y (B R
R

_ Rll(%)} . [2@2)\10(;) — 202/\10(3)

) Kol

+ 2N () - In( /\)—202R>\211(

| =

A)
+ AKO(g) : {CII<§)
_ (03 - 2h0RTipc) L(5)+ Rh(%) (02 — 2hoRexyp + 2¢° [IH(% - 1n<§)} )}
R

Y
DIV

+ RK1(§) : (202)\210(§)10(§) + [011()\) RI( A)

(02 — 2hoRyyp + 267 [ln(%) — ln(i)]) + (¢ = 2hgRripe) - [In(

4 2c2A10<§) [ _ AIO(§)+( - cIl()\) + RIl(I;)) (m(%) _ m(g))}]
Kol (~AL(5) + Xo(2) + BRI (%) [in(5) ~ (%))

+  2¢2RAL( (
0
In(=
(A

ST-"

R

~—
~—

(5 + 4c2R)\211(1§) 1n(§) +ec [—2&10(;) + (¢ = 2hoRrip)
()~ RL ) [Ka(§) (o(3) = Alo(§) + RI() [ In(y

>| =

. 2RTip(cll(§)—Rll(§)).(A( 2)\+CIO(%)K1(§)+RIO(§)K1(%))
+RLE) (MK(5) + () [n(S) ~ n(5)])

R R R~
)

+ cIl()\)()\Ko()\) + RKl(X) [—ln()\) + In( )\)D (5.14)

Mit der Oberflichenfunktion lésst sich die Energie der Membran bestimmen. Es
ist zu beachten, dass die Randbedingung 5.13 nicht konstant ist und mit der Ande-
rung der Eindringtiefe hg variiert. Daraus folgt eine immer wieder durchzufiihren-

de, numerische Bestimmung des Kontaktradius ¢ fiir jede einzelne Eindringtiefe
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hg. Dies wird in Mathematica iiber die Bestimmung der Nullstelle aus Gleichung
5.13 mit der Routine findroot durchgefiihrt und kann bei geringer Eindringtiefe
und daraus resultierende kleine Werte fiir den Kontaktradius ¢ zu Ungenauigkei-
ten fithren. Dabei arbeitet die Routine findroot mittels verschiedener numerischer
Algorithmen und erfordert eine Eingrenzung der Nullstelle auf einen vorzugeben-
den Bereich, der im Rahmen dieser Arbeit graphisch vorbestimmt wurde. Wird
keine Nullstelle mit ausreichender Genauigkeit gefunden, so wird die bestmogliche

Approximation verwendet.

II. Bestimmung der Kraft

Zur Bestimmung der Kraft F' aus der Oberflichenfunktion h(p) in Abhéngigkeit
der Eindringtiefe im Zentrum einer Pore o = 0 wird zunéchst ein Gedankenex-
periment vorangestellt: dabei sei 3y eine beliebige, nicht planare Oberfliche mit
der lokalen Basis e,,n mit a € z,y und mit 7 als orthogonalem Vektor auf der
Oberflache . Sei F' die Kraft, die auf eine Membran wirkt, die um hq ausgelenkt
wird. Dabei entstehen dufsere Spannungen, die durch den Spannungstensor (o),
mit i,k € {1,2,3} ausgedriickt werden. Wird diese Membran an einer beliebigen
Stelle entlang der Einheitsvektoren €,, €, geteilt, so wird sich diese entsprechend
der Spannungen ,aufrollen”. Diese in Richtung der Einheitsvektoren wirkenden
Krifte resultieren aus dem Spannungstensor? JT“) Zu beachten ist, da zunéchst
ein zwei dimensionales Problem vorliegt, dass die Kraft F auch eine von null

verschiedene dritte Komponente haben kann, die entlang des Einheitsvektors €,
wirkt (vergleiche Abbildung 5.7). Es sei

T o= @2, 1 ) 5.15

fr=x (e + 37 (5.15)
der aus h(p) berechnete Spannungstensor. Mittels dieses Spannungstensors und
der Oberflachenfunktion h(p) ergibt sich fiir die resultierende Kraft der Ausdruck
in Gleichung 5.16. Dabei wird zunéchst 7)“ in einer Basis von e, dargestellt. Zur
weiteren Berechnung ist jedoch 7“ in der Basis von [, ¢, n, insbesondere die Pro-
jektion auf [, relevant, um geeignete Vereinfachungen und Aussagen treffen zu
kénnen. Dazu werden die Vektoren in diese Basis transformiert und die Projek-

tionen auf [ in die Berechnung der Kraft mit einbezogen. Unter Beriicksichtigung

*Im Folgenden steht a immer fiir die entsprechenden zwei Schnitte entlang von e, e,.
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Abbildung 5.7: Die Reduzierung des Spannungstensors von drei Dimensionen in die

Ebene. Die Variablen wurden entsprechend transformiert.

der Zylindersymmetrie lasst sich diese Projektion noch weiter vereinfachen. Es
ergibt sich:

2

F = fézo ds(; zaﬁ)

- (; zaF) ?gzg ds
= 2mp <22: laﬁ)> .

(5.16)

Dabei wurde | = [®e, als der orthogonale nach auken zeigende Einheitsvektor
der Linge [* zum Weg §%, angenommen. In der Differentialgeometrie?® ist F
definiert als:
— 2 1
o=y [K(Kub — SKI"K —0g™| & — x(V*K)i, (5.17)
b=1
wobei die Summe die Komponenten der y, z-Ebene enthélt und der Subtrahend

aus der Ebene der Membran zeigt. Ferner ist ¢%° die aus der gewihlten Metrik

3Um im Folgenden nicht genauer auf die Differentialgeometrie eingehen zu miissen, wer-
den einige Gleichungen als Definitionen vorausgesetzt und die entsprechenden Aussagen ohne
Beweis angenommen. Detailliertere Informationen finden sich hierzu in [Car76, Kre91, Miil04,
Des04Web].
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Abbildung 5.8: Eine gekriimmte Membran mit einer orthogonalen Basis e, e, in einem
beliebigen Punkt auf der Oberfliche.

resultierende Transformationsmatrix. Es ergibt sich fiir die Kraft F' folgender
Ausdruck:

2
1
F = 2mp Z([m(zawb ~ SKIVK —og” | - m(laV“K)ﬁ) . (5.18)
b=1

Dieser Ausdruck kann durch Ausnutzen der Orthogonalitétsrelationen (Vollstén-
digkeitsrelation: g5 = [,l° + #,t°) vereinfacht werden:

2

2
S LE®E = Y 1K (L + t°)é,

b=1 c,b=1

2
= Yl K% + Lt, K7
b=1

= K, [, (5.19)

wobei [ty K% = 0, da die Vektoren entlang des Integrationsweges verlaufen.

Ferner ist V| definiert als V| = [,V? = %, so dass fiir die Kraft gilt:
1 ~
F = 2r0% ( [R(KJ_ — KK — a}z - R(VLK)ﬁ>

L (T 2 .

= 2mp z~<[§/€(Ki - Kﬁ) - a]l — r(V(K L+ K”)n)
1 .

= 2mp <[§/<;(Ki - Kjf) - a} cosa — k(V(K | + Kj)sin a) ., (5.20)

wobei ausgenutzt worden ist, dass die Spur des Kriimmungstensors Spur(K) als

Spur(K) = K, + K| geschricben werden kann. Dabei entsprechen die paral-
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lelen und orthogonalen Komponenten von K Gleichung 5.21, die aus der Mon-
ge-Darstellung unter Beriicksichtigung der Zylindersymmetrie hergeleitet wer-
den kénnen. Ferner wird der Winkel o von 2 und [ aufgespannt, aus dem Ska-
larprodukt ergibt sich cosc«, beziehungsweise auf Grund der gewéhlten Basis
sinav = co0s(90 — «). Aus der Differentialgeometrie ergibt sich folgender Zu-
sammenhang [Car76, Kre91l, Miil04, Des04Web]|:

Ko 2h(o) 3
(1+ (&n(0)*)’
0
Ky = S 2
1+ (h(0))
cosoa = %h(0>

2

(0))

sina = (5.21)
L+ (5,1(0)

1

1+ (%
1

Mit dem Ausdruck 5.20 ist die Kraft F' bei fest vorgegebenem hg in Abhéngigkeit
von der Oberflachenfunktion h(p), dem Biegemodul k, der lateralen Spannung
o, des Porendurchmessers Rp., des Spitzenradius Rri, und der Adhésion U

gegeben durch:

)

- [F(H, 7, Rpore; Rip, U)} ) (5.22)
0

ho

I1I. Diskussion der Berechnungen

In Abbildung 5.9 A ist die Oberflachenfunktion h(p) fiir verschiedene Eindringtie-
fen hy dargestellt. Mit wachsender Eindringtiefe hy erhoht sich der Kontaktradius
c. Fiir die Berechnung wurden typische Werte fiir laterale Spannung ¢ und das
Biegemodul « aus der Literatur verwendet [Eva87, Eva97, Lee01, Boa02, Isr03].
Die Bestimmung der Poren- und Spitzenradien wurden in Abschnitt 5.1.2 aus-
fithrlich diskutiert. Die Adhésion zwischen Spitze und Membran wird zunéchst,

um den Vergleich mit der numerisch exakten Theorie von Norouzi et al zu ermog-
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lichen, vernachlissigt [Nor06]|, beziehungsweise wie in Kapitel 5.3.1 abgeschéatzt:

KGelphase = 1-10718 7, siehe [Mer00, Lee01]
Kfluide = 1-10717, siehe [Boa02]
OGelphase = 5-1073 %, vergleiche Kapitel 5.3.2
Ofluide = 1-107* X vergleiche Kapitel 5.3.2
Rpore = 90 nm, vergleiche Kapitel 5.1.2
Rrip = 20 nm, vergleiche Abbildung 5.5
U= 02, bzw.U = 107* X vergleiche Tabelle 5.1. (5.23)

In Abbildung 5.9 B ist der Einfluss des Porenradius Rp,. auf die Kraft
[F(h(g))] bei konstanter Eindringtiefe hg = 3 nm dargestellt. Dabei unter-
ho

scheiden sich die fluiden (gestrichelte Linie) Membranen deutlich von denen in
der Gelphase (durchgezogene Linie). Die der Abbildung 5.9 zu Grunde liegenden
Rechnungen wurden mit Hilfe von Gleichung 5.20 erstellt. Wie zu erwarten
war, sinkt die Kraft, die benotigt wird, um das Lipid um hg einzudriicken,
mit steigendem Porenradius Rpo,.. Des Weiteren ist aus Abbildung 5.9 zu
erkennen, dass eine Vergroferung des Porenradius ab etwa 70 nm bis 90 nm
nur noch sehr geringen Einfluss auf die Kraft [F(h(g))] N hat, die aufgewendet
werden muss, um die Membran um hg in die Poren zu driicken. Der Einfluss des
Porendurchmessers auf die bendtigte Kraft bei konstanter Eindringtiefe ist in
Abbildung 5.10 in einer detaillierten Darstellung gezeigt. Dort ist die Ableitung
der Abbildung 5.9 B fiir Poren mit Radien von bis zu 800 nm sowohl fiir fluide
als auch fiir Membranen in der Gelphase berechnet (R, = 20 nm, o = 5-1073 g,
k=107 J und U = 0L bezichungsweise ¢ = 1- 107X, x = 107" J und
U=0 %) Bei beiden Systemen ist ab einem Porendurchmesser von etwa 80 nm
eine nahezu verschwindende die Abhéngigkeit der Kraft vom Porendurchmesser
zu erkennen. Es ist davon auszugehen, dass ab einem Porenradius von 100 nm
die verursachte Krimmung an den Porenrdndern zu vernachlédssigen ist und
die Riickstellkraft sich im Wesentlichen aus der lateralen Spannung und der
Kriimmung an der Spitze zusammensetzt. Bei sehr grofsen Porenradien ist die
lokale Kriimmung im Bereich des Kontaktes unabhingig von der Grofe der

Poren?, wihrend die Kriimmung an den Porenstegen nur bei kleinen Radien

4Erste Pilotmesungen auf Poren mit einem Radius von Rpg.. = 200 nm, die mit einem
Bilayer des Gemisches DPPTE/DPhPC/Chol in einem Mischungsverhéltnis von 60,/20,/20 gew.
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Abbildung 5.9: A: Oberflichenfunktion h(g) der Membran (blau) und der Spitzen-
funktion t(p) (rot) in Abhéngigkeit der Eindringtiefe hy (3 nm, 10 nm und 20 nm,
Bild A). Die Pfeile zeigen den mit der Eindringtiefe wachsenden Kontaktradius c. B:
Abhéngigkeit der Kraft F' als Funktion, die bendtigt wird, um die Membran um 3 nm
einzudriicken, vom Porenradius Rpgre. Die durchgezogene Linie ist das Ergebnis von
Rechnungen fiir ein Lipid in der Gelphase, wihrend die gestrichelte Linie Rechnun-
gen fiir ein Lipid in der fluiden Phase entspricht. C: Der Einfluss des Spitzenradius
Rrip auf die Kraft F' bei konstanter Eindringtiefe (hg = 3 nm). Die durchgezogene
Kurve basiert auf Rechnungen fiir ein Gelphasenlipid, die gestrichelte Linie auf Rech-
nungen fiir ein fluides Lipid. D: Die Oberflachenfunktion h(p) des tiberspannenden Li-
pids in Abhéngigkeit der Adhésionsenergie bei konstanter Eindringtiefe in Schritten
von U € {0; 0,001; 0,02; 0,04; 0,06; 0, 08%} . Die Farben der Funktionen entsprechen

denen in A.
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Abbildung 5.10: Ableitung der Kraft in Abhéngigkeit des Porenradius.

einen Betrag liefert.

In Abbildung 5.9 C ist der Einfluss des Spitzenradius Ry, auf die Kraft
[F(h(g))] N skizziert. Die Vergroferung des Spitzenradius hat erstaunlicherwei-
se kaum Einfluss auf die aufzuwendende Kraft. Generell ldsst sich sagen, dass
bei groferen Spitzenradien eine hohere Kraft aufzuwenden ist, um die Membran
um die gleiche Tiefe einzudriicken.

Fluide Membranen, in den Abbildungen als gestrichelte Linie dargestellt, zeigen
sowohl in Abbildung 5.9 B als auch in Abbildung 5.9 C das gleiche Verhalten wie
Membranen in Gelphase. Fluide Membranen besitzen ein kleineres Biegemodul
in der Gréfenordnung von (1—4)-107'? J, wihrend Membranen in der Gelphase
ein deutlich groReres von etwa zu 5- 1071® besitzen [Mer00, Lee01, Boa02, Isr03].
Das Biegemodul kann dabei iiber das Flachenkompressionsmodul abgeschétzt
werden (vergleiche Kapitel 5.3.2 und Gleichung 5.23). Wird dieser Wert des
Biegemoduls zusammen mit einer lateralen Oberflachenspannung von 10 m?N in
den theoretischen Berechnungen angenommen, so wird eine apparente Feder-
konstante der fluiden Membran von circa kguqe = 0,003 — 0,01 g und eine
kga = 0,03 — 0,05 % erhalten. Dieser Bereich ist mit dem Rasterkraftmikroskop

noch messbar, da herkémmliche Federkonstanten von Cantilevern im Bereich

% tberspannt wurden, ergaben eine apparente Federkonstante von etwa kapp, = 0,01 % und
bestétigt somit diese Aussage der Theorie (vergleiche Tabelle 5.3.2.)
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von 0,001 & bis 0,1 & liegen.

In Abbildung 5.9 D ist die Oberflachenfunktion h(g) (rot) mit Werten einer
Membran im Gelphasen-Zustand bei konstanter Eindringtiefe hy und unter-
schiedlichen Adhésionsenergien U zusammen mit der Spitzenfunktion ¢(p) (blau)
dargestellt. Die Adhésionsenergie wurde von 0% bis 0708% in den Schritten
U € {0;0,001; 0,02; 0,04; 0, 06; 0,08%} varilert. Deutlich zu erkennen ist
die Vergrofserung des Kontaktradius in Abhéngigkeit der Adhésionsenergie U.
Ahnlich wie es bei den Rechnungen des MYD-Modells und des JKR-Modells
gefordert wird, kann die Membran einen Torus aus der Pore heraus um die Spitze
bilden (siehe hierzu Kapitel 3.2.6). Dies zeigt auch der hier verwendete Ansatz
deutlich: die Oberflichenfunktion h(o) wird bei steigender Adhésionsenergie U
aus der Pore herausgezogen. Dabei konnen bei gentigend hoher Adhésionsenergie
auch negative Krafte entstehen, um eine Membran um hg einzudriicken. Physika-
lisch wiirde dieser Vorgang einem Entgegenkommen der Membran entsprechen,
das heifit die Membran gewinnt mehr Energie, wenn sie an die Spitze ,springt”,
als sie durch ihre Kriimmung verliert. Im welchem Bereich die Adhésionsenergie
liegt, wird im néchsten Kapitel diskutiert.

Fiir einen weiteren Vergleich zwischen den Ergebnissen aus Theorie und Messung
sowie der einzelnen Lipidgemische auf unterschiedlichen Porenradien wird eine

spezielle Grofse definiert: die apparente Federkonstante der Membran k,pp, . Sie

F(h1(0))—F(h2(0))
h1(0)—h2(0)

bestimmt. Dabei ist zu beachten, dass die lineare Approximation aus Gleichung

wird durch den Quotienten im Bereich von kleinen Eindringtiefen
5.13 nur bei geringen Eindringtiefen gilt, jedoch Mathematica bei den Rechnun-
gen in diesem Bereich die grofiten Ungenauigkeiten liefert.

Abschliefsend ist zu sagen, dass es die vorgestellte Theorie ermdglicht, das Verhal-
ten der Oberflachenfunktion von poreniiberspannenden Membranen relativ gut zu
beschreiben und zu besseren Ergebnissen gelangt als die gidngige ,,Diinne-Platte-
Theorie“ oder die Kontaktmodelle [Lan, Isr03, Her96, Mul80, Mul83, JohT71].
Die vorgelegte Theorie liefert ein Werkzeug, um Kraft-Indenter-Beziehungen
als Funktionen von dem Porenradius, der Indenterform und den physikalischen

Zustand der Membranen abzuschéitzen.
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5.3 Artifizielle Systeme

Membranen grenzen biologische Systeme wie zum Beispiel Zellen, Zellkern und
weitere Organellen von ihrer Umgebung ab. Um die Mechanik von Membranen
zu untersuchen werden artifizielle Modellmembranen verwendet. Im Rahmen die-
ser Arbeit wurde DODAB als artifizielle Membran, das bei Raumtemperatur in
Gelphase ist, gewéahlt, da es eine einfache Struktur besitzt und mittels elektrosta-
tischer Kréfte an eine mit MPA beschichtete Oberflache adsorbiert. Als Vertreter
der Membranen in der fluiden Phase wurde das DOTAP verwendetet, das wie
DODARB als einer der wenigen Lipide eine positive Ladung besitzt und somit in
gleicher Weise wie DODAB, mittels elektrostatischer Kréfte, an negativ geladene
Oberflachen binden kann. Mit der Wahl dieser beiden Lipide ist ein Vergleich
der mechanischen Eigenschaften von poreniiberspannenden Lipidmembranen in
fluider und Gelphase, die durch elektrostatischer Wechselwirkung adsorbieren,
moglich.

Zusétzlich wird eine Lipidmischung von DPPTE/DPhPC/Chol in diversen Mi-
schungsverhéltnissen im Rahmen dieser Arbeit verwendet. In dem Arbeitskreis
von Prof. Dr. C. Steinem wurden bereits einige Untersuchungen an diesem System
und dhnlichen Zusammensetzungen durchgefiihrt, wie zum Beispiel Einzelkanal-
messungen [R6m03, R6m04| und Impedanzuntersuchungen von Lipidmembranen
auf porosen Substraten [Dre03A, Dre03B|. Aus diesem Grund wurden im Rah-
men dieser Arbeit die mechanischen Untersuchungen auf diese Lipidmischungen
ausgebreitet, um zusammen mit den Ergebnissen aus den obigen Messungen den
Einfluss der Verzahnung der Methylgruppen des DPhPC und den des Choleste-
rins auf mechanischen Eigenschaften zu untersuchen. Ferner bindet das DPPTE
nicht wie die obengenannten Lipide mittels elektrostatischer Wechselwirkung an
die Oberflache, sondern chemisorbiert direkt an die Goldoberfliche, so dass auch
die Eigenschaften von poreniiberspannenden Membranen unter dem Aspekt des

Bindungsverhaltens untersucht werden kénnen.
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5.3.1 Charakterisierung von Lipidmembranen auf atomar
flachem Gold

Doméanenbildung und Bestimmung der Adhéasionsenergie

Zur Charakterisierung der Membranen werden festkdrpergestiitzte Lipiddoppel-
schichten der verwendeten Lipidmischungen zunéchst auf atomar flachem Gold
mittels der Rasterkraftmikroskopie untersucht. Zum einen sollte bei der DPP-
TE/DPhPC/Chol Membran untersucht werden, ob eine Doménenbildung vor-
liegt. Dabei wird darauf geachtet, dass die Art der Anbindung des Lipids auf
dem planaren Gold der auf den porésen Substraten entspricht, das heifst, dass die
Mischungen iiber Chemisorption der Thiolbindungen und die DODAB Membran
iiber die elektrostatische Anbindung an das Substrat binden.

Zum anderen soll die Adhésionsenergie pro Fliache U fiir die verwendeten Syste-
me bestimmt werden. Dazu werden zunéchst Kraftindentationskurven auf atomar
flachem Gold aufgenommen und die Adhésionenergie bestimmt. Des Weiteren
werden mit Hilfe des MYD Modell berechnete Kurven an diese angepasst, um
den Kontaktradius und letztendlich die Kontaktfliche zu bestimmen.

In Abbildung 5.11 ist exemplarisch eine rasterkraftmikroskopische Abbildung
im Tapping Modus von DPPTE/DPhPC/Chol mit dem Mischungverhéltnis
60/20/20gew% dargestellt. Die topographische Aufnahme in Abbildung 5.11 A
lasst deutlich zwei Bereiche unterschiedlicher Hohe erkennen. Zusammen mit dem
in Abbildung 5.11 C gezeigten Hohenprofil (Linescan) und einer 5 nm hdher
liegenden Schicht ist eine Belegung mit einen Lipid-Bilayer zu erkennen. Eine
Lipiddoppelschicht weist je nach Zusammensetzung eine Hohe von 4-6 nm auf
[Gal88, Boa02]. Eine Schwellwertanalyse liefert einen Belegungsgrad von ca. 85
%. Da die Zielsetzung der Arbeit nicht im Erreichen eines Belegungsgrads von
100 % liegt, sind keine Schritte zur Erhohung des Belegungsgrads unternommen
worden. Drexler et al. und Romer et al. erreichten auf Poren einen Belegungsgrad
von ca. 90 % [Dre03A, R6m03|.

In Abbildung 5.11 B ist die Phaseninformation gezeigt. Die Phaseninformation
gibt Aufschluss tiber die Energiedissipation auf die Probe |Got00, Got02]. Deut-
lich sind die von Lipid bedeckten Bereiche von den nicht bedeckten Bereichen zu
unterscheiden. Die Phase ist um 90° gedreht, so dass in diesem Fall die dunklen
Bereiche den weichen und die hellen den harten Bereichen der Probe entsprechen.

In den dunklen Bereichen, die dem Bilayer entsprechen, sind keine weiteren Kon-
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Abbildung 5.11: In Bild A ist eine topographische Aufnahme des Mischsystems DPP-
TE/DPhPC/Chol mit dem Mischungsverhéltnis 60/20/20ge,9 auf planarem Gold, auf-
genommen im Tapping Modus, dargestellt. Abbildung B zeigt den zugehorigen Phasen-
kontrast (90° gedreht) und Abbildung C visualisiert das Hohenprofil entlang der in A

dargestellten Linie.
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traste zu erkennen. Der Phasenkontrast fiir eine Doméanenstruktur liegt etwa im
Bereich von 10° und ist aber auch abhéngig von den Einstellungen der Messung
und der jeweiligen Probe [Sch03]. Dies lasst des Weiteren die Annahme zu, dass
kein doméanenbildendes Mischsystem vorliegt. Wiirden Doménen entstehen, géabe
es weitere deutliche Kontrastbereiche in der Phaseninformation. Entsprechende
dhnliche Ergebnisse wurden auch fiir das Mischsystem DPPTE/DPhPC/Chol
mit dem Mischungsverhéltnis 40/30/30 gewy und das Monosystem DODAB als
Referenzsystem erhalten (nicht gezeigt), so dass bei keinem der Systeme eine Do-
ménenbildung vorliegt.

Ausserdem wurden kraftspektrokopische Untersuchungen an verschiedenen Li-
pidsystemen auf atomar flachem Gold durchgefiihrt. Abbildung 5.12 zeigt bei-
spielhaft die Riickrichtung einer Kraftindentationskurve vom Mischsystem DPP-
TE/DPhPC/Chol mit dem Mischungverhéltnis 60/20/20 zewy auf atomar fla-

chem Gold. Die Kraftindentationskurve zeigt deutlich einen charakteristischen
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Abbildung 5.12: Riickrichtung einer Kraftindentationskurve von dem Mischsystem
DPPTE/DPhPC/Chol mit dem Mischungverhiltnis 60/20/204ey9 auf atomar flachem
Gold.

Adhésions-Peak. Wird diese Fléche integriert, so ergibt sich eine Adhésionsener-
gie von 0,69 Nm =+ 0,28 Nm. Der Fehler dieses Wertes beruht auf der Standardab-
weichung des Mittelwerts von 120 Kraftindentationskurven. Bei den Kraftkurven
der anderen im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Lipidsysteme ist keine verlas-
sliche Angabe der Adhésionenergie moglich. Dort verhindert der lange Kontakt
und die Tether-Bildung, kurz beschrieben in Kapitel 5.3.2, Berechnung der Adhé-
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sion. Diese Kurven zeigen ein uneinheitliches Abreiften des Lipids von der Spitze,
so dass eine systematische Auswertung nicht moglich ist.

Um die Adhésionsernergie pro Fléche U aus den obigen Messungen zu quantifizie-
ren, muss der Kontaktradius ¢ bekannt sein, um die Kontaktfliche zu bestimmen.
Zur Berechnung der Kontaktfliche, die zunéchst in den Gleichungen 5.23 ver-
nachléssigt worden ist, sind Kraftindentationskurven mittels des in Kapitel 3.2.6
beschriebenen MYD-Modells simuliert worden und die Flachen der berechnete
Kurve der gemessenen angepasst. Dazu wurde in den Simulationen die Ladungs-
dichte des Lipids und das Youngsche-Modul variiert. Abbildung 5.13 A zeigt
links Kraftkurven, bei denen das Youngsche-Modul schrittweise erhoht wurde
(1 kPa — 2 kPa — 4,2 kPa — 10 kPa — 15 kPa) und rechts den zugehorigen
Kontaktradius ¢ in Abhéngigkeit der Eindringtiefe h. Deutlich ist der Einfluss des
Youngschen-Moduls zu erkennen, das bei Erhéhung ein Ansteigen der Kraftkurve
und eine Verringerung des Kontaktradiuses bei vergleichbarer Eindringtiefe zur
Folge hat. In Abbildung 5.13 B ist die Variation der Oberflichenladungsdichte
(0,05 % — 0,1 % — 0,2 % — 0,3 %) in gleicher Darstellungsart wie in A ge-
zeigt. Dabei bedingt eine Erh6hung der Oberflachenladungsdichte ein Verschieben
der Kraftkurve zu negativeren Werten, das heifst, dass die Cantilever-Spitze bei
héherer Oberflachenladungsdichte eher auf die Probe trifft und sich so der Kon-
taktradius fiir vergleichbare Hohen erhoht.

Die Simulation mittels der MYD-Modellrechnung wurde mit den Werten aus der
Arbeit von Kiinneke in leicht verédnderter Form durchgefiihrt [Kiin00]. Es wurde
im Rahmen dieser Arbeit fiir die Rechnungen in einer Pufferlésung von 10 mM
Tris ein Elastizitdtsmodul der Spitze von E; = 255 GPa, ein Poisson Verhéltnis
von v; = 0,23 und ein Spitzenradius von 12 nm angenommen [Edw04]. Fiir das
Lipid wurde ein Poisson Verhéltnis von v, = 0, 33 angenommen [Kiin00].

Fiir die Berechnung der Adhésion wird im Folgenden eine paraboloide Cantile-
ver-Spitze angenommen, die in eine festkorperunterstiitzte Membran eindringt.
Die Eindringtiefe des Cantilevers wird dabei in der Simulation mit maximal 5 nm
festgelegt. In Gleichung 5.24 ist die Berechung der Kontaktfliche Ag in Abhéngig-
keit der Umkehrfunktion ¢(h) := y/2Rriph und der Eindringtiefe h(c) := &

QRTip
in Abhéngigkeit des Kontaktradius ¢ entsprechend der Skizze in Abbildung 5.14
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Abbildung 5.13: Modellrechnungen zur Bestimmung der Adhésion. Links ist jeweils die
Kraft ' und rechts der dazu korrespondierende Kontaktradius ¢ in Abhéngigkeit der
Eindringtiefe h fiir verschiedene Youngsche-Module (A) und Oberflichenladungsdichten
o1ad dargestellt. Die Pfeile entsprechen der schrittweisen Erhohung des Youngschen-

Moduls beziehungsweise der der Ladungsdichte, wie in Tabelle 5.1 aufgelistet.
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c(h)

Ah

Abbildung 5.14: Skizze zur Berechnung der Adhisionsfliche in Gleichung 5.24.

hergeleitet:

hmax
Rotationsflaeche : 2wy, "5 - Ah — 2 / r(h)dh
0

2

<

4 .
= 27 fO e \/2RTip -hdh = ?ﬂ'\/ 2}%Tiphg |§RT1P

(5.24)

In Tabelle 5.1 ist die Adhésion fiir die einzelnen simulierten Parameter darge-

stellt. Es wurde bei der Berechnung eine Ladunsgdichte von oDORAE = 0,2 -5
fir DODAB und eine Ladungsdichte von o ii"™® = 0,09 -5 beziehungsweise

von opi " = 0,013 £, fiir die DPPTE/DPhPC/Chol Gemische der Mischung
60/20/20 gew% und 40/30/30 gew % gefunden. Dabei ist angenommen, das ein Li-
pidkopf etwa eine Grofe von 0,7 nm? hat. Somit gilt fiir die Ladungsdichte eines
einfach geladenem Lipid: oPon? = % = 0,2-5. Bei den Mischsyste-
men wurde beachtet, das eine geringere Ladungsdichte auf Grund des Cholesterins
und des DPhPC vorliegt. Das Elastizitdtsmodul des Lipids F, kann iiber die Be-
ziehung des Biegemoduls k = 15(21'—%‘;) = 4,2 GPa berechnet werden und stimmt
mit den Annahmen in der Arbeit Kiinnecke von 4,2 GPa tiberein [Kiin00].

Es ergibt sich eine Adhisionsenergie von 10 - 10~ g fiir die Mischsysteme und
eine von etwa 20 - 10™* % fiir DODAB und DOTAP. Ein Vergleich der Grofen-
ordnung von der bestimmten Adhésion pro Fliche U mit den in Abbildung 5.9
D dargestellten adhésionsabhédngigen Kurven liefert keinen nennenswerten Bei-

trag in der Berechnung der Oberflichenfunktion h(g) und begriindet somit die
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E in [kPa| | opaq in [3] Uin [Nm| | ¢ in [nm] | U in [mZ]

0,2 0,78 9.4 0,5

2 0,2 0,72 8.8 0,6

4,2 0,2 0,69 7,8 0,8

10 0,2 0,59 7,4 0,8

15 0,2 0,56 7,3 0,8

4,2 0,05 ~0,69 5,7 2

4,2 0,1 0,69 6,8 1

4,2 0,2 0,69 7,8 0,8

4,2 0,3 0,68 8,2 0,6

Tabelle 5.1: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abbilung 5.13 zur Berechnung
der Adhésion U aus den MYD Simulationen nach Korrektur der simulierten Kur-

vell.

Vernachléssigung der Adhésionsenergie in der theoretischen Rechnungen. In der
Literatur finden sich kaum vergleichbare Werte fiir die Adhésion der verwende-
ten Lipiden an die AFM-Spitze. Benz et al., die unter anderem in ihren Arbeiten
die Adhésion von DPPE und DLPE untersuchten, fanden eine Adhésionsenergie
ihrem verwendeten Lipidgemisch auf Glimmer von 15 X [Ben04]. Der im Rah-
men dieser Arbeit gefundenen Wert von ca. 1 m?N fiir DODAB, beziehungsweise
DOTAP und 12X fiir die DPPTE/DPhPC/Chol Mischung im Verhéltnis von
60/20/20 ey % liegt weit unter der Adhésion von Benz et al. und begriindet sich
durch die viel schwéchere Anbindung des Lipids an die AFM-Spitze als die von
Benz et al. untersuchte Adhésion an Glimmer.

Fiir die MYD Rechnungen wurden im Rahmen dieser Arbeit eine Hamakerkon-
stante H = 1072 J, ein Youngsches Modul der Spitze von E = 255 GPa,
ein Indenterradius von Ry, = 12 nm und ein Poissonverhéltnis der Spitze von
Vspitze = 0,24, verwendet. Die Simulationen wurde fiir eine Temperatur von 298
K, einem Gleichgewichtszustand von g = 0,3 mm und eine Elektrolytkonzen-
tration von c¢(Puffer) = 10 mM durchgefiihrt.



98 Kapitel 5: Ergebnisse und Diskussion

5.3.2 Indentation von poreniiberspannenden Membranen:

Kraftindentationskurven

In diesem Abschnitt soll eine neue Methode vorgestellt werden, um mechani-
sche Eigenschaften von poreniiberspannenden Membranen zu untersuchen. Die
Technik zum Uberspannen der Poren mit einer Lipidmembran ist ausfiihrlich
in Kapitel 4.2 beschrieben und wurde erstmals in den Arbeiten von Hennesthal
et al., Romer et al. und Drexler et al. verwendet [Hen03A, Hen03B, R6m03,
R6m04, Dre03A, Dre03B|. Dabei wird auf die einzelnen Vor- und Nachteile der
in Abschnitt 2.2 beschriebenen Modellsysteme eingegangen. Im Folgenden wer-
den Messungen der elastischen Eigenschaften von DODAB- und DOTAP- Bilayer
vorgestellt und ausfiihrlich diskutiert und im spéteren Verlauf werden die mecha-
nischen Eigenschaften verschiedener Mischungen von DPPTE/DPhPC/Chol im
Hinblick auf den Einfluss der Verzahnung des Lipids DPhPC und dem Einfluss
des Cholesterin untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es zum ersten Mal gelungen, die mechanischen Ei-
genschaften von poreniiberspannenden Membranen mit nur wenigen Lipiden zu
messen. Die Berechnung eines Youngschen Moduls von Membranen hangt emp-
findlich von den Parametern der einzelnen Systeme ab. Bei der Untersuchung der
mechanischen Eigenschaften mittels des Modellsystems der Liposomen (vergleiche
Abschnitt 2.2.3) ist die Zusammensetzung und Geometrie der Vesikel von grofser
Bedeutung. Zum Beipsiel werden Liposomen bei der Untersuchung von Pipetten
Aspirationexperimenten verwendet (Vergleiche Abbildung 5.17). Wahrend sich
Liposomen unter anderem fiir die Untersuchung von Diffusions- und Transport-
prozessen hervorragend eignen, weisen sie bei der Untersuchung der mechanischen
Eigenschaften im Bezug auf die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiithrten Expe-
rimente zu viele Probleme auf. Zum Beispiel sind die zu grofte Polydispersitét der
Vesikel und die unsichere Positionierung mit einer AFM-Spitze auf dem Vesikel
im Bezug auf die hier durchgefiihrten Indentationsexperimente problematisch,
um eine Reproduzierbarkeit zu gewéhrleisten. Zusatzlich ist das Modellsystem
der Vesikel fiir die Untersuchung hier ungeeignet, da zum einen ihre Adhésion
auf Oberflaichen nur bedingt moglich ist und zum anderen die Adhésion ihre
Kriimmung verdndert, so dass nur in den seltensten Féllen, jedoch in vielen An-
sétzen angenommen, von einer sphérischen Oberflache ausgegangen werden kann

(vergleiche Abbildung 2.10). Kriimmung und Polydispersitét erschweren die kor-
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rekte Charakterisierung mechanischer Eigenschaften und wirken sich nachteilig
auf die exakte Beschreibung der mechanischen Eigenschaften aus.

Boulbitch entwickelte ein Modell zur Beschreibung von Experimenten mit Vesi-
keln, indem er die Verbiegung einer Zellmembran berechnete [Bou98| und Wan
et al. entwickelten spéter eine Theorie zur Indentation von Vesikeln mit dem
Rasterkraftmikroskop [Wan02]. Yao et al. stellten ferner ein Modell fiir die Be-
rechnung des Elastizitdtsmoduls vor, bei der sie den Einfluss des Biegemoduls
vernachléssigten [Yao02]. Dabei ist zu beachten, dass die Vesikel nicht nur ein
komplexes Modellsystem darstellen, sondern sich dariiberhinaus auch aus einer
hohen Anzahl von etwa 10® Lipiden bestehen. Das System der poreniiberspan-
nenden Membranen bedient sich hingegen einer relativ genau definierten Anzahl
von nur 5000 — 30000 Lipiden, abhéngig vom Porenradius.

Dabei wird eine unilamellare Vesikelsuspension mit einer Konzentration von 0,5
=& des Lipids DODAB auf die Poren gegeben. Nach dem Aufplatzen der Ve-
sikel und dem Bilden eines Bilayers wird das System im Contact Modus bei
fest eingestellten Kriften abgebildet. Dabei befindet sich die DODAB Membran
in der Gelphase, da die Phasenumwandlungstemperatur von DODAB bei unge-
fahr 48 °C liegt und die Messungen bei Raumtemperatur durchgefiihrt wurden
[Rei94, Fei00].

Abbildung 5.15 A zeigt die Topographie einer rasterkraftmikroskopischen Mes-
sung, abgebildet bei einer Kraft von 0,9 nN. Deutlich ist die hexagonale Po-
renstruktur zu sehen. Ferner sind drei Poren zu erkennen, die nicht mit einem
Bilayer iiberspannt sind (Pfeile im Bild). In Abbildung 5.15 B ist die Aufnahme
der selben Stelle bei einer Kraft von 2,7 nN wiedergegeben. Bei einer derart hohen
Kraft dringt die Spitze maximal in die Poren ein (vergleiche Abbildung 5.6 und
Gleichung 5.1) und driickt dabei den Bilayer in die Poren. Das Hoéhenprofil in
Abbildung 5.15 C entlang der in Abbildung 5.15 A dargestellten Linie zeigt den
Einfluss der Kraft auf die Eindringtiefe. Bei niedriger Kraft (0,9 nN) ist deutlich
eine mit Membran tiberspannte Pore (gepunktete Linie) zu erkennen, wéhrend
bei hoher Kraft die Membran in die Poren gedriickt (durchgezogene Linie) wird.
Nach anschliefsender Reduzierung der Kraft entspannt sich die Membran wieder
(gestrichelte Linie).

Eine Zielsetzung dieser Arbeit ist es, das Eindriickverhalten dieser, in Abbildung
5.15 A gezeigten, Nanodrums bei der Indentation einer paraboloiden Spitze zu
quantifizieren. Dazu wird sich zunéchst der Methodik der Kraftkurven bedient.

Abbildung 5.16 zeigt Kraftkurven im Zentrum einer Pore mit einem Radius von
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Abbildung 5.15: A: Poreniiberspannender DODAB-Bilayer auf Poren mit einem
Durchmesser von 67 nm bei einer Kraft von 0,9 nN. B: Poreniiberspannender DODAB-
Bilayer an der selben Stelle wie A bei einer Kraft von 2,7 nN. C: Héhenprofil entlang
der in A gezeigten Linie bei verschiedenen Kriften (gepunktete Linie: 0,9 nN, durchge-
zogene Linie: 2,7 nN, gestrichelte Linie 1,7 nN).
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Rpore = 90 nm iiberspannt mit DODAB (I), beziehungsweise mit dem fluiden
Lipid DOTAP (II). Typischerweise wurden jeweils 10-20 Kraftindentationsmes-
sungen im Zentrum von 40 verschiedenen Poren bei 20° C durchgefiihrt, um
eine ausreichende Statistik zu erhalten. Dabei wurde die thermische Drift in der
x —y-Ebene durch ausreichendes Equilibrieren der Probe und Kontrollmessungen
minimiert. Deutlich ist ein lineares Verhalten der Riickstellkraft bei sowohl der
Hinrichtung (schwarz) als auch der Riickrichtung aller Kurven zu erkennen. Ein
wichtiger Aspekt ist, dass die Hin- und Riickrichtungen der Kraftkurven jeweils
bis auf einen Snap on bei grofsen Eindringtiefen identisch sind. Dieser Aspekt lésst
somit den Schluss zu, dass unter diesen Bedingungen das System einem statischen
und elastischen Verhalten unterliegt. Die in Abschnitt 5.2 definierte apparente
Federkonstante k,pp, hangt direkt mit dem Phasenverhalten der Lipidmembran
zusammen und ist in Tabelle 5.3.2 fiir eine DODAB und eine DOTAP Mem-

bran dargestellt. Eine weitere Bestatigung der These des statischen elastischen

Monosystem | Rpere K o Federkonstante
in [nm| | in [J] | in [Z] in [X]

DODAB 33.5 — — 0,0210 + 0, 0060

DODAB 90 107 | 5-1073 | 0,0150 £ 0, 0040

DOTAP 90 1071 | 1-1073 | 0,0039 £ 0, 0008

Tabelle 5.2: Zusammenfassung aller apparenten Federkonstanten k,,, der unter-

suchten poreniiberspannenden Monolayer.

Systems ist in Abbildung 5.16 gezeigt. Dort ist die apparente Federkonstante kap,,
berechnet aus Kraftkurven im Zentrum von Poren mit einem Radius Rpge = 90
nm in Abhéngigkeit der vertikalen Cantilever-Geschwindigkeit gezeigt. Es ergibt
sich eine mittlere Federkonstante von k,p,, = 15 m% Deutlich ist das konstante
Verhalten der Federkonstante bis zu einer vertikalen Cantilever-Geschwindigkeit
von 60 £* erkennbar. Fiir alle nachfolgenden Messungen wurde deshalb eine
Cantilever-Geschwindigkeit zwischen 0,5 £ bis 1,5 £ gewdhlt. Somit kénnen
hydrodynamische Effekte als zusétzliche Riickstellkrifte ausgeschlossen werden.
Die unterschiedlichen Eindringtiefen in Abbildung 5.16 A bedingen sich durch
die Benutzung unterschiedlicher Cantilever.

Die Adhésionskréifte, die auf Grund der elektrostatischen Kréfte zwischen der

negativ geladenen Spitze und den positiv geladenen Lipiden auftreten, sind an-
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Abbildung 5.16: A: Kraftkurven im Zentrum einer Pore mit einem Radius von
Rpore = 90 nm. In schwarz ist die Anndherung und grau die Riickrichtung dargestellt.
Dabei bezeichnet I die Kraftkurven auf Nanodrums bestehend aus DODAB und II die
aus DOTAP. B: Apparente Federkonstante k,pp,. eines poreniiberspannenden DODAB-
Bilayers in Abhéngigkeit der vertikalen Cantilever-Geschwindigkeit, gemessen im Zen-

trum von Poren mit einem Radius von Rpge = 90 nm. Die gestrichelte Linie entspricht
der Mittelwert kapp. .
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hand der Riickrichtungskurve in einem Snap off-Peak deutlich in Abbildung 5.16
A sichtbar. Zuséatzlich ist ein Adhésionspeak bei Erreichen der Eindringtiefe zu
erkennen (Abbildung 5.16 A). Eine Erklarung fiir die Adhésion kénnte die Anbin-
dung der Membran an die Porenwand sein. Teilweise sind auch sogenannte Tether-
Formationen zu sehen, wenn der Cantilever von der Probe zuriickgezogen wird.
Tether sind durch ein langes Plateau, abhéngig von Biegemodul und Membrans-
pannung, gekennzeichnet, bei dem die Membran aus der Pore herausgezogen wird
(vergleiche Abbildung 5.17). Die Tether-Formation ist nicht Gegenstand dieser

Arbeit und wird nur am Rande diskutiert. Bei Pipetten-Aspirationsexperimenten

A B

F
Pipette

¥ Tether
<+ Vesikel K

Overshoot

X

Abbildung 5.17: A.: Mlustration zur Erzeugung eines isotropischen Drucks bei einem
Vesikel durch Pipetten Aspiration. B.: Schematische Darstellung der Kraft F' in Ab-

héngigkeit des erzeugten Auslenkung x.

werden héufig solche Tether beobachtet, da beim Ansaugen des Liposomens zu-
néchst einen lineare Kraftabhéangigkeit zum Auslenkung entsteht und nach einem
Overshoot sich ein Tether mit konstanter Kraft bildet (siche Abildung 5.17). Aus
den Aspirationsexperimenten ist es unter anderem moglich das Biegemodul
eines Vesikels zu bestimmen. Weiterfithrende Untersuchungen zu Tetherbildung
finden sich zum Beispiel in [Pow02, Der02, Chu05, Kos05].

Wie in Abschnitt 5.2 bereits diskutiert, hat der Porendurchmesser einen Einfluss
auf die Grofe der Riickstellkraft. Abbildung 5.18 A zeigt beispielhaft jeweils ei-
ne Kraftkurve im Zentrum einer Pore mit Radius von Rpye = 33 nm (I, grau)
und einen von Rpee = 90 nm (II, schwarz). Die maximale Eindringtiefe in Poren
mit einem Durchmesser von Rp.. = 33 nm entspricht den in Abbildung 5.5 C
bestimmten Werten. Die apparente Federkonstante eines poreniiberspannenden

Bilayers mit einem Radius von 33 nm liegt bei (0,021 4 0,006) nm, also einen
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Abbildung 5.18: Kraftkurven auf Poren mit einem Radius von im 33 nm im Vergleich
zu Kraftkurven auf Poren mit einem Radius von 90 nm. Die Vergréferung zeigt deutliche

Unterschiede in der apparenten Federkonstante der beiden Kurven.

Faktor 1,4 kleiner als fiir Poren mit einem Radius von 90 nm (vergleiche Tabelle
5.3.2). Aus den theoretischen Rechnungen (Abbildung 5.9) bestimmt sich ein Fak-
tor von 2 zwischen Poren mit Radius 33 nm und 90 nm. Mdégliche Begriindungen
dieser Abweichung koénnten in der Ungiiltigkeit der verwendeten Kontinuums-
theorie oder in der fehlerhaften Positionierung (Mitte der Pore) der AFM-Spitze
liegen.

Um den Einfluss der Positionierung des Cantilevers bei den Kraftindentationskur-
ven quantifizieren zu konnen, wurden Kraftkurven in Abhéngigkeit des Abstan-
des zum Zentrum einer Pore mit einem Radius von 90 nm untersucht (Abbildung
5.18 B). Es ist deutlich zu erkennen, dass die apparente Federkonstante mit dem
Abstand zum Zentrum der Pore zunimmt. Diese Beobachtung entspricht den Er-
wartungen, da bei geringeren Abstand der Kriimmung zunimmt und somit nach
Gleichung 2.4 auch die Energie, beziehungsweise die Kraft (Gleichung 5.22).

Im diesem Abschnitt werden die Funktion 5.22 aus Kapitel 5.2 an die gemesse-
nen Kraftkurven angepasst, indem die laterale Spannung o und das Biegemodul
r variiert werden. Dabei wurde auf Grund der linearen Beziehung zwischen Ein-
dringtiefe und Kraft ein festes Kappa gewéhlt und Simga angepasst. Abbildung
5.20 zeigt eine Kraftkurve auf einer mit DODAB tiberspannten Pore (grau), zu-
sammen mit der fiir o optimierten und in Abschnitt 5.2 beschriebenen Funktion

(I), im Folgenden small gradient Theorie genannt sowie die numerisch exakte Lo-



5.3. Artifizielle Systeme 105

A B

I 111
10} . v
10 5 I
z
Sos P
w
Zos}| 1T
X~ v 111
Ol,_.w, e —
100 -50 0 50 700 0 0 50 100
h/nm plnm

Abbildung 5.19: A: Kraftkurven auf mit DODAB iiberspannten Poren mit einem Ra-
dius von Rpere = 90 nm in Abhéngigkeit des Ortes, beginnend vom Rand der Pore (I)
bis zur Mitte der Pore (IV). B: Die mittlere apparente Federkonstante als Funktion des

Ortes, entsprechend der Anordnung und Lipid Zusammensetzung von A.

sung (II) [Nor06]. Die mittels der von Norouzi et al. (exakte Theorie) entwickelten
und angepassten Funktionen, wurden mit einer Adhésion von U = 0 % berechnet.
Aus diesem Grunde wurde auch fiir die small gradient Theorie eine verschwin-
dende Adhésion angenommen um beide Ergebnisse miteinander vergleichen zu
kénnen. Die in Abschnitt 5.3.1 ermittelte Adhésion wiirde nur geringe Verringe-
rung der lateralen Spannung bewirken, um die berechneten Kurven an die Daten
anzupassen® und kann somit vernachlissigt werden. Beide Losungen geben den
Verlauf der gemessenen Kurve sehr gut wieder, wobei die small gradient Theorie
nur bis Eindringtiefen von 50 nm die experimentellen Daten gut erfasst. Eine
bessere Ubereinstimmung erzielt die numerisch exakte Theorie, die den Verlauf
der beiden Kraftkurven bis zu 150 nm beschreiben kann. Eine Erklarung fiir das
frithere Versagen der small gradient Theorie liegt in der Annahme kleiner Aus-
lenkungen der Membran daraus resultierende kleine Gradienten %(Qg). Ein ahn-
liches Verhalten wurde auch fiir das Problem des collodial wrapping beschrieben
[Des03, Des04]. Bis zu Eindringtiefen von 50 nm stimmen beide Varianten sehr
gut iiberein und konnen die Daten sehr gut beschreiben. Korrekterweise miisste

eine asymptotische Anpassung von Gleichung 5.22 an die experimentell gewon-

5Fiir eine DODAB-Membran auf Poren mit einem Radius von Rpore = 90 nm wiirde es eine
Verringerung der lateralen Spannung von hochstens 1 % ergeben.



106 Kapitel 5: Ergebnisse und Diskussion

3 11
prd
S |
w
1k
0
0 100 200 300
h/nm
3k
z 11
Z2 I
w
1-
0
0 100 200 300
h/nm

Abbildung 5.20: A: Kraftkurven auf einem pordsen Substrat mit einem Radius von
90 nm, welches mit DODAB iiberspannt ist. (I) zeigt das Resultat der in Abschnitt
5.2 entwickelten Funktion fiir eine optimierte laterale Spannung ¢ und ein konstantes
Biegemodul k, wihrend (II) die numerisch exakte Losung aus der Arbeit von Norouzi et
al. darstellt [Nor06]. Es wurden fiir beide Rechnungen folgende Parameter verwendet:
o=5-1038 "% = 10718 J, Rpore = 90 nm und Ry, = 20 nm. B: Gleiche Darstel-
lung und Funktion fiir eine DOTAP Membran. Folgende zu A abweichende Parameter
wurden benutzt: ¢ = 1-1073 g und £ = 1071 J.
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nenen Daten vorgenommen werden, da die Naherung nur fiir signifikant kleine
Auslenkungen exakt stimmt. Um jedoch einen Vergleich der beiden Theorien
untereinander und mit den experimentellen Daten zu gewéhrleisten wurde auf
eine asymptotische Anpassung verzichtet. Des Weiteren kénnte ein Grund in der
Abweichung der small gradient Theorie, beziehungsweise der numerisch exakten
Theorie bei sehr grofsen Eindringtiefen iiber die zunehmenden Unregelméafigkei-
ten der Spitze erklart werden, die von der idealen parabolischen Form abweicht
(vergleiche Abbildung 5.5).

Betrachtet man die angenommenen Werte fiir die maximale laterale Spannung
und das Biegemodul, so ergibt sich eine gute Ubereinstimmung mit in der Litera-
tur bestimmten Werten [Boa02, Isr03|. Fluide Membranen reifen typischerweise

0-*X wihrend Lipide

bei einer maximalen lateralen Spannung von (5 — 10) - 1
in der Gelphase eine wesentlich hohere laterale Spannung erreichen kénnen. Die
laterale Spannung der Membranen kann folgendermafen bestimmt werden (ver-
gleiche hierzu die Aussagen in Kapitel 2.3): eine Membran reifit typischerweise

bei circa 2-5% Flachendehnung. Das Flachenkompressionsmodul K ist in Ab-
24K

B,
angenommen. Die laterale Spannung ist entsprechend der Notation aus Kapitel
2.3 definiert als 0 = Ky A;‘?O. Somit ergibt sich eine maximale laterale Spannung
fiir fluide Lipide von (2—6)-107*X und in Gelphase eine von (20—55)-107*X. Die

bei der Anpassung der small gradient Theorie und der numerisch exakten Theo-

héngigkeit des Biegemoduls x und der Membrandicke dg, wird mit K =

rie gemachten Annahmen der laterale Spannung von 5 - 10_3% beziehungsweise
1 10*3% ergeben also physikalisch sehr sinnvolle Werte und liegen unterhalb der
maximalen lateralen Spannung.

Diese Ergebnisse fiigen sich gut in die Arbeiten von Powers et al., sowie die von
Derényi et al. ein [Pow02, Der02|. Derényi et al. untersuchten die Tetherbildung
von Membranen, indem sie an Membranen zogen. Sie fanden heraus, dass die
Kraft, mit der gezogen wurde, ungefihr proportional zur Auslenkung der Mem-
bran ansteigt, bis es zu einem Plateau kommt; die Tetherbildung. Das weitere
Strecken der Membran zu einem Tether erfolgt mit konstanter Kraft. Im Rah-
men dieser Arbeit wurde keine Plateausbildung beobachtet.

Des Weiteren stimmen die Ergebnisse sehr gut mit zwei Arbeiten von Boulbitch
iiberein. In der ersten Veroffentlichung untersuchte er das Einwirken einer lo-
kalen Kraft auf die Verbiegung einer Membran und kam zu dem Schluss, dass
fluide Membranen von Zellen sehr kleine apparente Federkonstanten besitzen

(kapp.©e! ~ 10~ %) Die apparente Federkonstante wére somit schlecht mit dem
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AFM messbar.Der Schluss, den er aus dieser Erkenntnis zog, war, dass die Riick-
stellkrafte der Membran von Bakterien durch den osmotischen Druck beziehungs-
weise durch die Elastizitét des Zytoskeletts hervorgerufen werden [Bou98].

In seiner zweiten Arbeit entwickelte er ein Modell iber das Adhérieren eines Zy-
linders (Bead oder Pellet) an eine Biomembran, dhnlich zu dem in Kapitel 5.2
beschriebenen.

Es existieren Experimente aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. C. Steinem an
DPTTE/DPhPC Gemischen. DPhPC wird héufig bei der Methodik der BLMs
verwendet, da es eine zusitzliche Stabilitét fiir die Uberspannung von Poren lie-
fert. Aus diesem Grunde und den zuvor genannten wurden zusétzlich zu Poren,
die mit DODAB- und DOTAP-Membran {iberspannt sind, welche untersucht,
die mit einem Lipidmischung bestehend aus DPPTE, DPhPC und Cholesterin in
unterschiedlichen Zusammensetzungen iiberspannt sind. Dabei wurde das Haupt-
augenmerk auf den Einfluss von DPhPC- und Cholesteringehalte auf die mecha-
nischen Eigenschaften gelegt. Ziel war es durch Variation des DPhPC-Gehaltes
eine Aussage iiber den Einfluss der Methylgruppen als stabilisierendes Lipid zu
quantifizieren. Ferner sollte der Einfluss von Cholesterin bestimmt werden. Dazu
werden im Folgenden die Ergebnisse diskutiert, die mittels Kraftkurven erhalten
worden sind®. In Abbildung 5.21 sind exemplarisch drei Kraftindentationkur-
ven des einer poreniiberspannenden Membran von unterschiedlichen Mischung
von DPPTE/DPhPC/Cholesterin bis zu einer Eindringtiefe von 100 nm darge-
stellt. Die rote Kurve zeigt die Indentation einer poreniiberspannenden Membran
mit der Zusammensetzung von 60 g% DPPTE und 40 4% DPhPC mit ei-
ner apparenten Federkonstanten von k=0,033 %, wéhrend die blaue Kurve ei-
ner der Zusammensetzung von 60 gew% DPPTE, 20 4% DPhPC und 20 g, %
Cholesterin (Federkonstanten von k=0,011 &) entspricht. Die Karftabstandskur-
ve (griin) mit der geringsten Federkonstanten wurde auf poreniiberspannenden
Membranen mit der Zusammensetzung von 60 gew% DPPTE und 40 g% Cho-
lesterin aufgenommen und liefert eine Federkonstante von k=0,003 % In Tabel-
le 5.3.2 sind die apparenten Federkonstanten k£ der einzelnen Mischungen von
DPPTE/DPhPC/Cholesterin zusammengefasst. Dabei wurde die Federkonstan-
te wieder aus vielen gemessenen Kraftkurven gemittelt. Deutlich ist eine Er-

hohung der Federkonstanten mit steigendem DPhPC-Gehalt zu erkennen. Bei

6Dabei werden zugunsten der Ubersichtlichkeit nur exemplarisch drei Kraftindentationskur-
ven von den Mischsystemen DPPTE/DPhPC/Chol présentiert, da die weiteren Gemische einen

ghnlichen Verlauf zeigen.
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Abbildung 5.21: Exemplarische Darstellung von drei Kraftindentationskurven auf po-
reniiberspannenden Membranen der Mischung DPPTE /DPhPC/Cholesterin auf Poren
mit einem Radius von Rpgre = 90 nm. Die rote Kurve wurde auf poreniiberspannenden
Membranen der Mischung 60 gew% DPPTE und 40 gew% DPhPC aufgenommen und
ergibt eine apparente Federkonstante von k=0,033 % Die blaue Kraftindentationskurve
ergibt eine apparente Federkonstanten von k=0,011 % fiir eine Membran mit 60 gew%
DPPTE, 20 gew% DPhPC und 20 gew % Cholesterin, wihrend fiir die Zusammensetzung
(griin) von 60 gew% DPPTE, 40 gew% Cholesterin eine Federkonstante von k=0,003 %

ermittelt wurde.

einem DPPTE/DPhPC/Cholesterin Gemisch von 60/40/0 im Vergleich zu dem
mit einer Mischung von 80/20/0 ergibt sich eine Erhohung der apparenten Fe-
derkonstanten um einen Faktor zwei. Es liegt die Vermutung nahe, dass diese
Erhéhung durch eine Verzahnung der Methylgruppen an den Fettsdureketten des
DPhPC hervorgerufen wird. Ferner konnte DPhPC, welches als reine Membran
eine spontane Kriimmung (K, # 0) enthéilt, den DPPTE/DPhPC/Chol poren-
iiberspannenden Bilayer kriimmen und so eine zuséatzliche Riickstellkraft liefern.
Entgegen diesen Effekten nimmt jedoch die Anbindungsmoglichkeit an die Sub-
stratoberflache durch einer Verringerung des Gehalts von DPPTE ab, welches zu
einer Verringerung der lateralen Spannung und somit zur Abnahme der Feder-
konstante fiihrt. Diese Tatsache ist jedoch im Vergleich zu den zuvor genannten

als weniger signifikant einzuordnen.
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DPPTE | DPhPC Chol Kgemessen

in gew.% | in gew.% | in gew.% | in [Y]
60 40 0 0,033
80 20 0 0,016
60 0 40 0,005
60 20 20 0,011
60 20 20 0,011
40 30 30 0,014

Tabelle 5.3: Zusammenfassung der gemessenen apparenten Federkonstanten k der
unterschiedlichen DPPTE/DPhPC/Cholesterin Mischungen auf Poren mit einem
Radius von Rpoe = 90 nm. Alle bestimmten Werte enthalten eine statistische

Ungenauigkeit von etwa 5 Prozent.

Das DPPTE-Cholesterin Lipidgemisch hat eine apparente Federkonstanten von
0,005 % Die ist im Vergleich zu der poreniiberspannenden Membran mit einer
Mischung von 60/20/20 gew% um den Faktor 2 kleiner, obwohl bei der Mem-
bran mit einer Mischung von 60,/20/20 gew% die Anbindungsmoglichkeit durch
den Zusatz von DPhPC verringert wurde. Dies liegt zum einem in der besonde-
ren Eigenschaft von Cholesterin, Membranen die sich in der Gelphase befinden
SHuider zu machen, wahrend fluide Membranen in eine sogenannte liquid-ordered
Phase tiberfithrt werden und somit versteifen [Tie05] und zum anderen fehlt die
Verzahnung der Methygruppen. Bei dem zuletzt verwendeten Gemisch von DPP-
TE/DPhPC/Chol 40/30/30 gew% ergibt sich nur eine geringfiigige Erhéhung der
Ferderkonstanten von 0,011 % auf 0,014 % Die ist wiederum mit den oben ge-
nannten Griinden zu erkldren, da die Erhchung der apparenten Federkonstante
durch mehr DPhPC Lipide gegen die Verringerung der apparenten Federkonstan-
ten bedingt durch Verringerung des DPPTE- und Erhéhung der Cholesteringe-
haltes wirkt.

Eine Anpassung der in Kapitel 5.2 vorgestellten Theorie wurde aus verschiedenen
Griinden nicht durchgefiihrt. Zum einen sind fiir die genannten Mischungen keine
Biegemodule bekannt. Das Biegemodul muss zwischen dem Wert fiir fluide Mem-
branen und dem fiir Membranen in Gelphase liegen und kann nicht, auf Grund der
oben genannten Griinde (Phasenverhalten und Anbindungsmoglichkeit), als kon-

stant angenommen werden. Zum anderen ist von DPhPC kein definiertes Phasen-
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und spontanes Kriimmungsverhalten bekannt. Somit wéaren nur grobe Einschét-
zungen des Biegemoduls zwischen den Werten fiir fluide Membranen und Mem-
branen in der Gelphase moglich. Durch diese Unbestimmtheit beider Parameter,
laterale Spannung und dem Biegemodul, ist es nahezu unméglich eine sinnvolle

Anpassung vorzunehmen.

5.3.3 Indentation von poreniiberspannenden Membranen:
Die Rastermethode

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse aus den Kraftkurven wurde eine zweite
Methode zur Bestimmung der apparenten Federkonstanten durchgefiihrt: die Ra-
stermethode. Bei der Rastermethode werden die Poren im Contact Modus mit
einer definierten Aufdruckskraft abgerastert. Hohenprofile durch die einzelnen
Poren liefern die Eindringtiefe des Cantilevers in die Poren. Diese Methode um-
geht die Unsicherheit der Positionierung, bedingt durch den thermischen Drift
des Cantilevers bei der Analyse der Kraftindentationskurven. Die Praparation
der Bilayer erfolgt dabei in gleicher Weise, wie bei den Kraftkurven.

Abbildung 5.22 zeigt die experimentell bestimmte Kraft F' in der Mitte einer
mit Membran (DODAB) tiberspannten Pore bestehend aus DODAB als Funkti-
on der Eindringtiefe h. Die Eindringtiefe wird iiber ein Hohenprofil entlang der
Linie gezeigt, im Inset der Abbildung 5.22, bestimmt. Der Graph ist das Ergeb-
nis aus Messungen von unterschiedlichen Proben-Préparationen untersucht mit
verschiedenen Cantilevern”. Jeder Datenpunkt in Abbildung 5.22 ist der Mittel-
wert aus iiber 50 analysierten Poren. Der Fehler fiir h(p)|,—0 ergibt sich aus der
Standardabweichung der bestimmten Eindringtiefen, wihrend der Fehler fiir die
Kraft direkt aus den Messungen bestimmt werden kann, indem die Abweichung
der Deflection vor und nach dem Messen bestimmt wird. Die gestrichelte rote Li-
nie gibt die maximale geometrische Eindringtiefe von h,., = 33 nm an, die aus
der Spitzen- und Poren-Geometrie bestimmt werden kann. Fiir die verwendeten
Cantilever ergibt sich fiir die Olympus PSA 400 eine Eindringtiefe von 30 bis 50
nm und fiir die Vecco DNP-S-10 eine Eindringtiefe von 20 bis 30 nm (vergleiche
Abbildung 5.5).

Die rote durchgezogene Linie ist die lineare Regression, die Steigung dieser Funk-

"Die Abbildung 5.22 beinhaltet auch Datenpunkte aus der Arbeit von Hennesthal et al.
[Hen03B].
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Abbildung 5.22: A: Experimentelle Bestimmung der Kraft F(h(o))|,=0 in Abhéingig-
keit der Eindringtiefe h(p)|,—0 von poreniiberspannenden DODAB- Bilayern auf Poren
mit einem Durchmesser von 67 nm. Die Datenpunkte wurden mit Hilfe der Rasterscan-
methode aufgenommen. Die vertikale gestrichelte rote Linie entspricht der geometrisch
berechneten maximalen Eindringtiefe, wiahrend die rote durchgezogene Linie der linea-
re Fit durch die Datenpunkte ist, die eine apparente Federkonstante von k& = 0,23 %
liefert. Die blaue Linie ist die asymptotische Anpassung des theoretischen Modells aus
Kapitel 5.2. Das Inset veranschaulicht, wie die Eindringtiefe bei {iber 50 einzelnen Po-
ren bestimmt wurde. B: Eindringtiefe eines doppelten DODAB- Bilayers zusammen mit
dem in Abschnitt 5.2 berechneten asymptotischen Fit. Die apparente Federkonstanste
wurde hier zu k = 0,44 % bestimmt. Das Inset zeigt die unterschiedlichen Poren (1:

doppelter Bilayer; 2: einzelner Bilayer; 3: nicht {iberspannte Pore).
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tion entspricht der apparenten Federkonstante k der poreniiberspannenden Mem-
bran und wird zu k = (0,23 =+ 0,02) & bestimmt. Die blaue Linie ist ein asym-
ptotischer Fit, berechnet durch die in Kapitel 5.2 vorgestellte Theorie; die hier,
im Gegensatz zum in Abschnitt 5.3.2, einen asymptotischen Fit verwendet. Bei
diesem asymptotischen Fit wird die Funktion den Messwerten bei geringen Ein-
dringtiefen angepasst, indem die Ableitungen nahe null iibereinstimmen miissen.
Somit werden die bei linearen Naherungen gemachten Fehler nicht so stark ge-
wichtet. Der asymptotische Fit fiir die in Gleichung 5.23 angegebenen Werte fiir
ein Lipid in der Gelphase zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung mit den Daten-
punkten (5.22). Der Wert fiir das Biegemodul x = 107'® J wurde der Arbeit
von Lee et al. entnommen [Lee01] und die laterale Spannung o variiert. Aus dem
asymptotischen Fit ergibt sich eine theoretische apparente Federkonstante von
0,23 %, wenn die mittlere Steigung zwischen der Eindringtiefe von 0,5 nm und
1,5 nm berechnet wird.

Aus dem asymptischen Fit resultiert eine laterale Spannung von o = 451073 %
Dieser Wert, der angenommen worden ist, um in den theoretischen Berechnungen

eine apparente Federkonstante von 0,23 % zu erreichen, liegt im oberen Bereich

-3 N
0 m

abgeschétzten der maximalen lateralen Spannung oy, zwischen 20 - 1 und

551073 %

In Abbildung 5.22 B sind zusétzlich Eindringtiefen von einem doppelten Bi-
layer untersucht worden. Normalerweise findet sich ein doppelter Bilayer nur
sehr selten auf den Poren, so dass die Datenpunkte nur eine geringe Statistik
aufweisen. Dennoch ist es moglich, die Eindringtiefen mit relativ grofser Genau-
igkeit zu bestimmen. Abbildung 5.22 B zeigt die Ergebnisse zusammen mit der
linearen Regression (rot) und dem theoretischen Fit (blau). Deutlich ist der li-
neare Zusammenhang erkennbar. Es ergibt sich eine apparente Federkonstante
von kgoupe = 0,44 % Fiir den asymptotischen Fit werden die selben Parameter
wie in Abbildung 5.22 A angenommen. Da das Biegemodul mit der Dicke dg;, der
Membran skaliert, wird im theoretischen, asymptotischen Fit versucht, eine grofst-
mogliche Ubereinstimmung von experimentellen Daten und theoretischen Werten
zu erreichen, indem das Biegemodul k variiert wird und die fiir den einzelnen Bi-
layer gefundene lateralen Spannung von o = 45 - 1073 % konstant gehalten wird.
Die bestmogliche Ubereinstimmung zwischen Theorie und experimentellen Da-
ten ergibt sich so fiir ein Biegemodul von x = 5,3 - 107! J. Das ist eine gute
Ubereinstimmung mit den bekannten Theorien, da das Biegemodul in den Arbei-

ten von Boal mit d? skaliert, welches zu einem Biegemodul fiir einen doppelten
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Bilayer von kpea = k£ = 4,4-107'8 J fithren wiirde [Boa(02|. Zum anderen
skaliert es nach der Diinnen-Platten-Theorie mit d*, so dass ein Biegemodul von
kpp = Kk = 8,8+ 1071% J resultieren wiirde [Lan|. Der im Rahmen dieser Arbeit
gefundene Wert fiir das Biegemodul eines doppelten Bilayers k = 5,3 - 107 ]
liegt zwischen den in der Literatur gefundenen Werten.

Zur weiteren Verifikation der theoretischen Ergebnisse ist der Porendurchmesser
variiert worden. Zusétzlich zu den Poren mit einem Radius von 33,5 nm sind im
Rahmen dieser Arbeit Poren mit einem Radius von 90 nm fiir die artifiziellen
Membranen verwendet worden. Abbildung 5.23 zeigt die lineare Abhéngigkeit
der Kraft F' von der Eindringtiefe h bis zu einer Eindringtiefe von 200 nm. Die
Datenpunkte beruhen wiederum auf einer Statistik von mehr als 50 analysierten

Poren. Die rote Linie mit einer apparenten Federkonstanten von 0,13 % entspricht

F/nN
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Abbildung 5.23: Experimentelle Ergebnisse der Kraft F(h(o))|o=0 in Abhéngigkeit der
Eindringtiefe h(0)|,=0 von DODAB-Bilayern auf Poren mit einem Durchmesser von 180
nm (Datenpunkte). Die rote Linie entspricht dem linearen Fit durch die Datenpunkte.
Die blaue Linie ergibt sich aus der Losung des theoretischen Modells in Kapitel 5.2 als
asymptotische Fitfunktion.

der Fitfunktion durch die Datenpunkte, wahrend die blaue Kurve mittels der
small gradient Theorie als asymptotische Anpassung berechnet worden ist. Da-
bei wurden die aus Abbildung 5.22 A bekannten Werte fiir die laterale Spannung
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o= 45-1073 % und das Biegemodul k = 1078 J konstant gehalten und lediglich
der Porenradius auf einen Wert von Rp,.. = 90 nm angepasst. Die Theorie ist in
der Lage, den Verlauf der Datenpunkte fiir geringe Eindringtiefen zu beschreiben.
Des Weiteren gibt sie den Verlauf fiir unterschiedliche Porenradien sehr gut wie-
der. Die aus Abbildung 5.22 A und 5.23 bestimmten apparenten Federkonstanten
unterscheiden sich um einen Faktor 1,8. Dies ist eine gute Ubereinstimmung zu
dem aus Abbildung 5.9 B bestimmten Faktor von 2. Dabei wurde die Berech-
nung wie Abbildung 5.9 B mit den in diesem Abschnitt gefundenen Werten der
lateralen Spannung und dem Biegemodul durchgefiihrt und die apparenten Feder-
konstanten fiir von berechneten Karft-Indentationskurven auf Poren mit einem
Radius von 33,5 nm und Poren mit einem Radius von 90 nm berechnet.

Die hier erhaltenen Ergebnisse wiederum stimmen qualitativ mit dem Studien von
Powers et al. iiberein [Pow02]. Powers et al. beschreiben, wie oben bereits erwéhnt,
eine lineare Abhéngigkeit der Kraft von der Eindringtiefe bis zu einer kraftun-
abhéngigen Tetherbildung. Auf den ersten Blick scheint es sinnvoller zu sein, ein
Modell zu entwickeln, welches nur von der lateralen Spannung ¢ dominiert wird
und in dessen Rechnungen auf Grund des small gradient case das Biegemodul ver-
nachlassigt werden konnte. Die Losungen, wie bei Powers et al. berechnet, sind
die eines Katenoids, welche nur stabile Losungen fiir Kréfte kleiner als 1 - 2 nN
erlauben [Pow02]. Die maximale Kraft ist hierbei definiert als Fy,.x = 2moc. Da
jedoch in dieser Arbeit stabile Losungen fiir Kréfte von bis zu 30 nN erhalten wer-
den, ist es sinnvoll, in dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten theoretischen
Ansatz das Biegemodul im Gegensatz zu den Arbeiten von Powers zusétzlich
zu beriicksichtigen. Arnoldi et al. entwickelten eine Losung fiir das Problem, in-
dem sie die durch die AFM-Spitze induzierte Indentation beriicksichtigten und
fanden, dass die Riickstellkraft hauptsédchlich durch den Turgordruck dominiert
wird [Arn00|. Dabei wird jedoch die finite Grofe der AFM-Spitze vernachlissigt,
da diese als punktformig angenommen wird. Die Arbeiten von Arnoldi und von
Boulbitch (vergleiche oben) belegen, dass die mechanischen Eigenschaften einer
lebenden Zelle (fluide Membranen) nur vom Zytoskelett und vom osmotischen
Druck dominiert werden [Arn00, Bou9§|.

Desweiteren wurden wiederum verschiedene Mischungen der Lipide DPP-
TE, DPhPC und Cholesterin als poreniiberspannende Membranen untersucht.
Abbildung 5.24 A zeigt die drei Hohenprofile einer rasterkraftmikrokopischen Un-
tersuchung eines DPPTE/DPhPC/Cholesterin Gemisches (60/20/20 gew. %) bei

unterschiedlichen Aufdruckskraften auf 33 nm Poren. Dabei unterschieden sich
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Abbildung 5.24: A: Hohenprofile der im Inset dargestellten rasterkraftmikroskopischen
Aufnahmen eines DPPTE/DPhPC/Cholesterin (60/20/20 gew.%) Bilayers auf Poren
mit einem Radius von 33 nm in zeitlicher Reihenfolge von oben nach unten. Das Ho-
henprofil mit ¥ Symbolen wurde bei einer Kraft von 1 nN aufgenommen, das folgende
mit einer hoheren Kraft von 10 nN (Symbol e) und zuletzt wurde die Probe mit ei-
ner Kraft von 4,7 nN (Symbol B) abgerastert. B: Eindringtiefe-Kraftkurve ermittelt
aus den in A geziegten Hohenprofile auf Poren mit einem Durchmesser von 33 nm des
DPPTE/DPhPC/Cholesterin-Gemisches (60/20/20 gew.%). Es ergibt sich eine appa-
rente Federkonstante von k,p, = 0,27 % . C und D: Eindringtiefe-Kraftkurve ermittelt
aus den in A gezeigten Hohenprofilen auf Poren mit einem Durchmesser von 33 nm des
DPPTE/DPhPC/Cholesterin-Gemisches (C: 60/20/20 gew.% und D: 40/30/30 gew.%).
Es ergibt sich eine apparente Federkonstante von k,p, = 0,14 %, beziehungsweise eine
kapp = 0,17 % Bei B bis D geben Farben die Hohenprofile aus verschiedenen Messungen

an. Jeder einzelne Datenpunkt ist der Mittelwert aus tiber 50 Héhenprofilen.
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deutlich die Eindringtiefen voneinander. Bei einer Kraft von 1 nN (¥ Symbol)
dringt die Spitze 5,6 nm in die Poren ein, wéhrend bei einer Kraft von 10 nN (e
Symbol) die Eindringtiefe von etwa 25 nm erreicht wird. Nach der Erhohung der
Kraft wurde im Folgenden die Kraft auf 4,7 nN erniedrigt (l Symbol) und die
Membran relaxiert wieder bei einer Eindringtiefe von 17 nm.

Um die Abhéngigkeit der Eindringtiefe von der Kraft zu untersuchen wurden,
wie schon bei den DODAB Bilayern, Abbildungen von poreniiberspannenden
Lipidmembranen des DPPTE/DPhPC/Cholesterin Gemisches auf unterschied-
lichen Porendurchmessern durchgefiithrt und jeweils die Eindringtiefe von iiber
50 Poren bestimmt. Abbildung 5.24 B bis D zeigt die Graphen der Eindring-
tiefe in Abhéngigkeit der Kraft. In B wurde ein poreniiberspannender Bilayer
des DPPTE/DPhPC/Cholesterin Gemisches (60/20/20 gew. %) auf 33 nm Poren
untersucht. Deutlich ist der lineare Zusammenhang sichtbar und die apparente
Federkonstante ist fiir dieses Setup kapp = 0,27 % Ferner ist ab einer Kraft von
etwa 7 nN die maximale Eindringtiefe von 28,4 nm zu erkennen. Dieses maximale
Eindringtiefe liegt in dem aus Abbildung 5.5 zu entnehmenden Bereich und war
fiir die Spitzengeometrie zu erwarten.

In Abbildung 5.24 C und D ist die Eindringtiefe in Abhéngigkeit der Kraft fiir
das DPPTE/DPhPC/Cholesterin Gemisches (C: 60/20/20 gey. % und D: 40/30/30
gew. /0) dargestellt. Der durchlaufende Bereich der Kraft erreicht nicht die maxima-
le Eindringtiefe. Es ergibt sich eine apparative Federkonstante von k,p, = 0, 14 g,
beziehungsweise k,pp, = 0,17 g Bei B bis C entsprechen Farben den Hohenpro-
filen aus verschiedenen Messungen. Hierbei wurde wiederum auf eine Anpassung
der theoretisch berechneten Eindringtiefe verzichtet, da sowohl die laterale Span-

nung als auch das Biegemodul bei den einzelnen Mischungen variiert.
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5.3.4 Der Vergleich der Methode der Kraftindentations-

kurven mit der Rastermethode

Zusammenfassend sind in Tabelle 5.3.4 die im Rahmen dieser Arbeit bestimm-
ten apparenten Federkonstanten dargestellt. Im Folgenden soll eine Begriindung
gesucht werden, welche die Diskrepanz zwischen den mit Hilfe der Kraftinden-

tationskurven bestimmten Federkonstanten (Kapitel 5.3.2)und denen, die durch

DODAB | DOTAP | DPPTE/DPhPC/Chol | Rpoe k
gew. % | gew.% gew.% in nm I
: ; 60,/0,40 90 0,005
: - 60/40/0 90 0,033
- - 80/20/0 90 0,016
i i 60,2020 90 0,011
i i 60,2020 200 | 0,09-0,013
i i 40,/30/30 90 0,014
- 100 - 33,5 0,021
- 100 - 90 0,015
100 - - 90 0,0039
i i 40,/30/30 335 | 0,017
3 i 60,/20,20 90 0.14
i 3 60,2020 335 0,27
i i 40/30/30 335 | 0,014
3 100 3 335 0,24

Tabelle 5.4: Zusammenfassung der apparenten Federkonstanten k die sowohl durch
die Indentationskurven (oberer Teil) als auch mit der Rastermethode (unterer Teil)

bestimmt wurden.

die Scanmethode (Kapitel 5.3.3) bestimmt wurden, erkldrt. Zur Untersuchung
der Abweichung wurde zunéchst die vertikale Geschwindigkeitsabhéngigkeit bei-
der Methoden iiberpriift. Dazu wurden jeweils 20 Kraftkurven bei unterschied-
lichen Geschwindigkeiten des Cantilevers des DPPTE/DPhPC/Chol-Gemisches
(40/30/30) auf Poren mit einem Durchmesser von 180 nm aufgenommen (ver-
gleiche auch Abbildung 5.16). In Abbildung 5.25 ist deutlich zu erkennen, dass
keine Abhéngigkeit in dem Geschwindigkeitsbereich zwischen 0 #* bis 18 #* be-
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Abbildung 5.25: Steigung der einzelnen Kraftkurven eines DPPTE/DPhPC/Chol-
Gemisches (40/30/30) in Abhéngigkeit der Geschwindigkeit.

steht. Dieses Ergebnis ist in guter Ubereinstimmung mit der in Abbildung 5.16
B in Abschnitt 5.3.2 gefundenen Unabhéngigkeit der apparenten Federkonstan-
ten von der vertikalen Cantilever Geschwindigkeit der Monosysteme (DODAB
und DOTAP). Ferner ergibt sich eine mittlere apparente Federkonstante von
k = (0,014 £+ 0,009) % Alle Kraftkurven, die im Rahmen dieser Arbeit auf-
genommen wurden, lagen in einem Geschwindigkeitsbereich von maximal 2 £*,
so dass der Einfluss der Geschwindigkeit bei der Bestimmung der apparenten Fe-
derkonstanten durch Kraftindentationskurven ausgeschlossen werden kann.

Zusatzlich ist die vertikale Cantilever Geschwindigkeit vy, in Tabelle 5.3.4 wah-
rend der Rasterscanmethode mittels Gleichung 5.25 berechnet worden, um einen
Vergleich zu der vertikalen Geschwindigkeit bei den Kraftindentationsexperimen-
ten zu ermoglichen. Diese ist aus der Scanrate f, der Grofse des Bildes = sowie

Porenradius Rpgre zu bestimmen:

hg -

Uyer = .
RPore

|8

(5.25)

Auch hier ist mit sehr grofer Wahrscheinlichkeit eine Abhéngigkeit der verti-
kalen Geschwindigkeit auszuschliefsen, da die Geschwindigkeiten der vertikalen

Bewegung unter 16 #* liegen und damit im Bereich der verwendeten Geschwin-
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digkeiten bei den Kraftkurven liegen. Bei einem 4 x 4 um? grofen Scanfenster
(x = 4 pum), einer verwendeten Scanrate von f = (1 —4) Hz und einem Poren-
radius von Rpye = 90 nm beziehungsweise Rpo.. = 33,5 nm ergeben sich die in
Tabelle 5.3.4 angegebenen Werte. Obwohl dieser Effekt linear mit der Eindring-

f Rpore hg Uver
in [Hz] | in [nm] | in [nm] | in [%7]
1 33,5 30 3,5
1 90 180 8
2 33,9 30 7
2 90 180 16
3 33.5 30 10,7
3 90 180 24
4 33,5 30 14
4 90 180 32

Tabelle 5.5: Zusammenfassung der Eindringgeschwindigkeiten des Cantilevers bei der

Scanmethode.

tiefe und der Scangeschwindigkeit steigt, liegen die Geschwindigkeiten in Bereich
von denen die sich aus Abbildung 5.25 und 5.16 B ergeben. Da laterale Kraft
und vertikale Kraft wihrende des Scanvorgangs mit dem AFM entkoppelt, sollte
dieser Effekt nicht fiir die Diskrepanz der apparenten Federkonstanten der beiden
verwendeten Methoden verantwortlich sein.

Bei genauer Betrachtung der Hohenprofile, in Abbildung 5.26 A und B sowie
Abbildung 5.15 C, ist ein Symmetriebruch der Zylindersymmetrie deutlich zu er-
kennen. Das Hohenprofil entlang der Fastscan-Azis ist abhéngig von Trace and
Retrace (5.26 A und B, Pfeile). Aus diesem Grund wird vermutet, dass eine Deh-
nung/Stauchung der Membran vorliegen kénnte und die Dehnung/Stauchung eine
zuséitzliche Riickstellkraft hervorruft (siche Abbildung 5.26 C). Dieser zusétzliche
Effekt liefert einen weiteren Summanden in Gleichung 2.3. Arnoldi et al. unter-
suchten den bakteriellen Turgor Druck und fiihrten in ihren Rechnungen einen
%_OAO)Z [Arn00]. Dieser zusétz-

liche Term entspricht der Notation der in Abschnitt 2.3 erwdhnten Energie, die

zusétzlichen Term der lateralen Dehnung ein:

bendtigt wird um eine Membran zu strecken.
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Abbildung 5.26: A: Darstellung der Hohenprofile von Trace und Retrace auf einer
poreniiberspannenden Membran auf Poren mit einem Radius von Rpye = 33 nm. Die
Pfeile markieren der Farbmarkierung entsprechend die Scanrichtung. B: Hohenprofil von
einem poreniiberspannenden Bilayer auf Poren mit einem mittleren Radius von Rpgre =
90 nm C: Schematische Darstellung vermuteten der Dehnung und Stauchung, die fiir die
erhohte apparente Federkonstante, bestimmt durch das Scanverfahren, verantwortlich

sein konnte.
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5.4 Native Membransysteme

Die Zellmembran spielt eine wesentliche Rolle bei der interzellularen und intra-
zelluldren Wechselwirkung. Diese Aufgaben, die eine Zellmembran hat, erfordern
innerhalb und aufserhalb einen systematischen Aufbau der molekularen Struk-
tur, wie zum Beispiel die Doméanenbildung, Rezeptor- und Proteinanlagerung,
Transportphédnomene und Adhésionsvorgéange. Dariiber hinaus ist bei vielen bio-
logischen Prozessen das mechanische Verhalten einer Zellmembran von grofer Be-
deutung. Bislang ist wenig iiber die laterale Organisation in einer Zellmembran
und den Einfluss des Zytoskeletts auf die mechanischen Eigenschaften bekannt.

Der Einsatz von Modellmembranen ermdoglicht eine genau definierte Untersu-
chung unterschiedlicher Fragestellungen unter reduzierter Zahl der Komponenten
einer Membran, jedoch ist ein direkter Transfer der Ergebnisse aus den Modell-
membranen auf ein natives System mitunter schwierig bis unmoglich. Es konnen
zum Beispiel Unstimmigkeiten im Bezug auf biologische Membranen bei dem Ein-
bau von Proteinen (Faltung, Insertierung) oder das Fehlen von entscheidenden
Komponenten (Lipide, Proteinen, etc.) bei der Modellierung von nativen Prozes-
sen auftreten, die eine Beschreibung durch Modellmembranen unméglich machen.
Um diesen Transfer zu erméglichen, kénnen sogenannte Zellfragmente mittels ver-
schiedener Verfahren auf planare Oberflichen prépariert werden [Zie98, Ner98,
LeG95, DeP91|. Bislang existieren jedoch keine Untersuchungen zu poreniiber-
spannenden basalen Membranen. Um solche freitragenden basale Membranfrag-
mente zu untersuchen und zusétzlich die im Rahmen dieser Arbeit erlangten
Ergebnisse der mechanischen Eigenschaften von poreniiberspannenden artifiziel-
len Membranen auf die basalen Zellmembranfragmente iibertragen zu konnen,
werden zunéchst Zellfragmente auf Poren prapariert und im Folgenden auf den

porosen Substraten die mechanischen Eigenschaften charakterisiert.
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5.4.1 Herstellung von nativen Monoschicht-Membranen

auf porosen Substraten
Vergleich der Decaptierungsmethoden

Im Rahmen dieser Arbeit wird versucht, eine mogliche Zugénglichkeit der Ba-
salmembran, also der unteren Zellmembran, und deren Aktinkortex zu finden,
um deren mechanischen Eigenschaften als freitragende Membran zu untersuchen.
Dazu werden die Zellen direkt auf den porésen Substraten kultiviert. Im Rahmen
dieser Arbeit gelang es, zum ersten Mal Zellmembranfragmente auf porésen Sub-
straten zu untersuchen. Diese Zielsetzung wurde in Zusammenarbeit mit Chri-
stina Rommel und Priv.-Doz. Dr. J. Wegener aus dem Institut der Biochemie
der Westfilischen-Wilhelms-Universitat Miinster durchgefiithrt worden. Die Zell-
praparation erfolgte wie in Kapitel 4.3 beschrieben. Durch die Verwendung der
isolierten Zellmembran auf pordsen Substraten sind Untersuchungen der mecha-
nischen Eigenschaften wie Elastizitiat, Motilitdt und Reaktionen auf osmotische
Anderung im Medium mittels oberflichensensitiven Verfahren méglich.
Zunéchst werden in diesem Abschnitt zwei in der Literatur hdufig verwendete De-
captierungsmethoden miteinander verglichen und im Folgenden erste Ergebnisse
der mechanische Eigenschaften von poreniiberspannender nativer Membranen un-
tersucht. Die Vor- und Nachteile der beiden Methoden sollen beziiglich der Inden-
tationsexperimente diskutiert werden. Die in der Literatur diskutierten Vor- und
Nachteile der einzelnen Verfahren beziehen sich bislang nur auf festkorpergestiitz-
te Membranen |Zie98, Ner98, LeG95, DeP91]. Zum Beispiel untersuchten Ziegler
et al. festkorpergestiitzte basale Membran MDCK-II Zellen mittels konfokaler-
und Rasterkraftmikroskopie und verwendeten das Squirting-Lysing-Protokoll. Sie
waren sogar in der Lage einzelnen Aktinfilamente abzubilden, wahrend Nermut
et al. in ihrer Arbeit einen umfangreichen Uberblick iiber bisherige Moglichkei-
ten, die Innenseite einer Basalmembran zu praparieren liefern. Le Grimellec et
al. untersuchten ihrerseits die festkorper gestiitzte basale Membran der MDCK
Zellen an Luft und in vitro.

Abbildung 5.27 A zeigt eine rasterkraftmikroskopische Aufnahme der Topogra-
phie von decaptierten MDCK-II Zellen auf porésem Aluminat mit einem mitt-
leren Porendurchmesser von 67 nm, die mittels des Squirting-Lysing-Protokolls
in ungeeigneter Hohe (zu hoch) decaptiert worden sind (vergleiche Kapitel 4.3).

Deutlich sind die Strukturen eines konfluenten Zelllayers zu sehen (gelber Pfeil).
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Abbildung 5.27: A: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme der Topographie von
MDCK-II Zellen auf porésem Aluminat mit einem Porendurchmesser von 67 nm. Die
Zellen sind geméfs dem Squirting-Lysing-Protokolls decaptiert worden [Zie98|. B: Die
Deflection-Information. Der gelbe Pfeil deutet den Bereich einer decaptierten Zellen an,

wéahrend der grine Pfeil auf die Poren deutet.

Der Pfeil deutet auf eine einzelne decaptierte Zelle mit verbleibendem Zytosol
mit einer Grofe von circa 20 mal 20 Mikrometern. In der unteren Bildhélfte ist
die pordse Struktur durch kleine regelméfige Punkte zu erkennen (griiner Pfeil).
Vergleicht man die Hohenstruktur einer decaptierten Zelle von etwa zu 400 nm
mit dem Wert aus der Literatur von circa 200 nm [Zie98|, so ergibt sich, dass
diese Zellen nicht in der richtigen Hohe decaptiert wurden und sich noch zu viel
Zytosol auf der Basalmembran befindet. Es ist hdufig der Fall, dass die Zellen-
fragmente die mittels des Squirt-Lysing Protokolls prapariert wurden, nicht in
der richtigen Hohe decaptiert werden, da keine einheitliche Inkubationszeit fiir
das Schwellen gefunden werden kann (Vergleiche Kapitel 4.3). Werden die Zellen
zu lange inkubiert, so platzen diese auf, da der osmotische Druck so groft wird,
dass die MDCK-II Zellen nicht mehr in der Lage sind den Druck auszugleichen.
Bei bereits geplatzter Zellen kann keine Decaptierung erfolgen, da nur ein Riss
oder ein ,kleines Loch® in der Zellmembran entsteht. Bei zu kurzer Inkubations-
zeit schwellen die MDCK-II Zellen nicht genug, so dass beim Applizieren lateraler
Scherkréfte keine ausreichend grofte Angriffsfliche zum Decaptieren zur Verfii-
gung steht.

Die Inkubationszeit variiert nicht nur zwischen den einzelnen Zelllinien und Zell-

typen, sondern ist auch von Probe zu Probe und Zelle zu Zelle unterschiedlich.
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Fiir die Untersuchung der mechanischen Eigenschaften der Basalmembran ist je-
doch sicherzustellen, dass nur die untere Membran auf dem pordsen Substrat
zuriickbleibt und keine Bestandteile des Zytosols.

Zur weiteren Untersuchung werden mit dem CLSM Abbildungen zur Uberprii-
fung der Decaptierungsergebnisse angefertigt. Abbildung 5.28 zeigt eine typische
konfokale Aufnahme eines MDCK-II Zelllayers auf porésem Aluminat mit einem

Porendurchmesser von 67 nm. Die Zellen wurden in der Abbildung mittels des

Abbildung 5.28: A: Konfokale lichtmikroskopische Aufnahmen eines mittels der Squirt-
Lysing Protokolls decaptierter MDCK-II Zellayers, der mit Dil angefarbt wurde. B:
Dreidimensionale Zusammensetzung konfokaler Ebenenscans der in A abgebildeten
MDCK-II Zellen. Der Pfeil markiert bei A und B dieselbe Zelle. Der rote Pfeil zeigt auf

eine Stelle, bei der von einer optimalen Decaptierung ausgegangen werden kann.

Squirting-Lysing-Protokolls decaptiert und mit dem Farbstoff Dil angefarbt. In
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Abbildung 5.28 A sind x — y-Schnitte bei definierter Hohe dargestellt, wihrend
Abbildung 5.28 B die dreidimensionale Zusammensetzung aller Ebenenaufnah-
men ist. Der gelbe Pfeil in der Abbildung dient zur Orientierung und markiert in
den einzelnen Bildern immer dieselbe Zelle. Deutlich sind Bereiche mit intakten
Zellen zu sehen, die eine Hohe von mehreren Mikrometern besitzen, bei denen
die Decaptierung nicht erfolgreich war (beispielweise Bereich I in Abbildung 5.28
B). Es sind jedoch auch grofe homogene Bereiche mit Hohen im Bereich von
weniger als einem Mikrometer erkennbar, bei denen die Zellen decaptiert wur-
den, zum Beispiel Bereich II in Abbildung 5.28 B. Trotz der relativ homogenen
Praparation im Bereich von einigen Mikrometern sind die Hohen, die mittels der
Squirt-Lysing Methode praparierten decpatierten Zellen fast immer zu hoch fiir
Kraft-Indentationsexperimente.

Zusétzlich ist es wegen des grofsen Scanfensters moglich, mit Abbildung 5.28 eine
Abschéatzung des Decaptierungsgrads zu machen. Die sich ergebende Ausbeute
der decaptierten Zellen, sofern die Decaptierung erfolgreich durchgefiihrt wurde,
lag bei ungefahr 60 % bis 80 %. Das ist eine gute, im oberen Bereich liegende
Ubereinstimmung mit dem Wert von 20 % bis 80 % aus der Arbeit von Nermut
[Ner98|. Fiir die Rasterkraftmikroskopie kann auf Grund des kleineren Scanfen-
sters von maximal 100 Mikrometern von einer Ausbeute von 100 % ausgegangen
werden beziehungsweise von 0 %, je nachdem, ob das Scanfenster im Bereich II
oder I der Abbildung 5.28 liegt. Unbeachtet in dieser Aussage der Ausbeute ist
jedoch die unzureichende Hoéhe der Decaptierung von Zellen.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass diese Methode zur Decaptierung sich
nur bedingt eignet, da sie in den seltensten Féllen ein fiir die im Rahmen dieser
Arbeit zufriedenstellendes und reproduzierbares Ergebnis liefert. Wiinschenswert
ware eine vollstédndige Decaptierung eines Zelllayers, so dass nur die Basalmem-
bran mit dem Zytoskelett auf dem porosem Substrat verbleibt. Eine vollsténdige
Decaptierung bis auf die Basalmembran ist nur in wenigen Fallen moglich und war
fiir die Zielsetzung dieser Arbeit nicht zufriedenstellend. Zwar ist diese Methode
experimentell nicht sehr aufwendig und erzeugt einen homogenen decaptierten
Zellayer, jedoch zeigen sich in der Prédparation grosse Variationsmoglichkeiten
zum Schwellen der Zellen, die grofsen Einfluss auf das Ergebnis haben. Die ver-
schiedenen Moglichkeiten bei der Applickation der lateralen Scherkrifte (Winkel
zum Substrat und Druck), Wahl des Mediums zum Schwellen der Zellen und der
grofse Einfluss der Inkubationszeit wihrend des Schwellens der Zellen gaben im

Rahmen dieser Arbeit den Anlass, ein alternatives Protokoll zu benutzen.
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Aus diesem Grund wurde eine weitere Methode zur Verbesserung der Decap-
tierung untersucht: das Sandwich-Cleaving Verfahren. Die Verdffentlichung von
Le Grimellec et al. war eine der ersten, die die basolaterale Zellmembran mit-
tels rasterkraftmikroskopischen Methoden untersuchten, die durch das Sandwich-
Cleaving decaptiert wurden [LeG95|. Dabei wird der Einfluss der Inkubationszeit
umgangen, denn bei diesem Verfahren erfolgt das Decaptieren durch ,,Aufkleben‘
eines mit Poly-L-Lysin beschichteten Deckglases, das nach Andriicken mit ho-
hem Druck moglichst gleichméfig wieder entfernt wird. Durch die Anbindung
der Oberseite der Zellmembran an das Deckglas werden die MDCK-II Zellen

bei dem Seprationsprozess zerteilt. Die Zellen brechen in willkiirlicher Position.

500 nm

0 nm

0 um 80 um 0 um 80 um

Abbildung 5.29: A: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme der Topographie von nicht
fixierten decaptierten MDCK-II Zellen auf porésem Aluminat mit einem Porendurch-
messer von 67 nm. Die Zellen wurden nach dem Verfahren von Le Grimellec et al.
(Sandwich-Cleaving) decaptiert [LeG95|. B: Die zu Abbildung C gehorige Deflection-

Information.

Teilweise bleiben die Zellen sogar intakt am pordsen Substrat oder am Deckglas
zuriick. Dies erzeugt, dargestellt in Abbildung 5.29 A und B, eine vollig inhomo-
gene Schicht von fehlenden (Bereich I), intakten (Bereich II) oder decaptierten
Zellen (Pfeile).

Die Hoheninformation gibt Aufschluss, an welcher Position die Zellen decap-
tiert wurden. Ist Material mit einer Hohe von mehreren Mikrometern sichtbar,
wird dies als ein Misserfolg gewertet. Geringe Hohen und die geordnete Punkte-
Struktur deuten auf eine vollstéandige Decaptierung hin. Eine grobe Abschétzung
der Ausbeute ergibt einen Wert um 30 %, das heift, dass nur jede dritte Zelle mit
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der Basalmembran und ohne Zytosol auf dem pordsen Substrat verbleibt. Dieser
Wert liegt wiederum in dem von Nermut angegebenen Bereich [Ner98| und ist fiir
die Durchfithrung erster Experimente zum mechanischen Verhalten von nativen
Membranen als zufriedenstellend anzusehen, da eine vollstéindig decaptierte Zelle
bereits iiber 500 Poren bedeckt.

Beide verwendeten Verfahren liefern nicht nur unterschiedliche Quantitéiten an de-
captierten Zellen, sondern auch in der Qualitat der Decaptierung. Das Squirting-
Lysing-Verfahren besitzt einen grossere Quantitiat an decaptierten Zellen als das
Sandwich-Cleaving-Verfahren. Jedoch liefert beziiglich der Qualitdt der Decap-
tierung von Zellen das verwendete Sandwich-Cleaving-Verfahren ein besseres Er-
gebnis. Genauer betrachtet, liefert das Squirting-Lysing-Verfahren, welches mit
einem experimentell geringeren Aufwand als das Sandwich-Cleaving-Verfahren
durchzufiihren ist, einen in gleicher Position homogenen, decaptierten Zelllayer,
jedoch meist in ungeeigneter Hohe. Das Sandwich-Cleaving-Verfahren, welches in
die Zellen willkiirlicher Hohe zerteilt, erzielt wesentlich haufiger die gewiinsch-
te Hohe einer Basalmembran. Es ist unbedeutend wie die gesamte Topographie,
die Verteilung und die Ausbeute der decaptierten Zellen aussieht, solange ei-
ne einzige einzelne Zelle ohne verbleibendes Zytosol decaptiert ist. So ist we-
gen der Untersuchung der mechanischen Eigenschaften einer Basalmembran das
Sandwich-Cleaving-Verfahren dem Squirting-Lysing vorzuziehen, obwohl letzte-

res ein homogeneres Ergebnis liefern wiirde.
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5.4.2 Native poreniiberspannende Membranen

Le Grimellec, der in seiner Arbeit Zellen decaptierte, konnte nur rasterkraftmi-
kroskopische Untersuchungen mit geringen Auflésung durchzufithren. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit ist es zusétzlich gelungen, hochauflésende topographische
Aufnahmen und erste Analysen des mechanischen Verhaltens von nativen poren-
iberspannenden Zellmembranen zu untersuchen [LeG95].

Abbildung 5.30 A zeigt die Topographie einer decaptierten MDCK-II Zelle auf
porésem Aluminat mit einem Porendurchmesser von 67 nm®. Der subkonfluente
MDCK-II Zelllayer wurde zuvor mit Glutardialdehyd fixiert. Deutlich ist eine de-
captierte Zelle in der Mitte zu sehen. Ferner ziehen sich feine ,Linien“ durch die
Zelle, die sich als Aktinfilamente identifizieren lassen (Pfeil in Abbildung 5.30).
Ein Aktinfilament besitzt eine Hohe von etwa 40 bis 60 nm, die Hohe der Ba-

B
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Abbildung 5.30: A: Rasterkraftmikroskopische Topographie-Aufnahme einer mit Glut-
ardialdehyd fixierten MDCK-II Zelle auf porésem Aluminat mit einem Porendurchmes-
ser von 67 nm, gemessen im Contact Modus. Der gelbe Pfeil deutet auf ein Aktinfila-

ment. B: Hohenprofil entlang der in Abbildung A gezeigten Linie.

salmembran betragt 30 bis 40 nm. Das stimmt gut mit den festkorpergestiitzen,
nativen Membranen von Ziegler et al. iiberein [Zie98|. Somit verbleiben nach dem
Decaptieren der Zelle im Idealfall nur die extrazellulare Matrix, die basolaterale

Membran mit ihren Proteinen und das Zytoskelett auf dem pordsen Substrat.

8Bei einem Scanfenster von 45 ym und einer Aufldsung von maximal 512 Pixel sind die
einzelnen Poren nicht abbildbar.
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Die einzelnen kleineren ,,Spikes im Hohenprofil 5.30 B entsprechen den Aktinfi-
lamenten des Zytoskeletts, wie ein Vergleich von Abbildung 2.3 mit der Literatur
ergibt [Zie98, LeG95, Alb02|. Die Hohe der Filamente ist sehr heterogen in einer
Zelle [Arc97, Alb02|. Zum Beispiel sind kleinere Aktin-Filamente etwa 7 bis 9 nm
hoch [Zie98|. So kénnen in der Hohenanalyse 5.30 B die ,,Spikes ¢ mit einer Hohe
von etwa 6 bis 10 nm als Aktinfliamente zugeordnet werden. In der Literatur an-
gegebene elektronenmikroskopische Hoheninformation der Aktin-Filamente kor-
respondieren mit den hier gefundenen Ergebnissen sehr gut [Arc97, Ner98, Alb02].
Eine Auswertung der nativen Membranen wird in Analogie zu den artifiziel-
len Membranen in dem Kapitel 5.3.3 durchgefiihrt. Hierbei werden Hohenprofile
durch ausgewahlte Poren analysiert, um das Eindringverhalten bei unterschied-
lichen Kréften zu untersuchen.

In Abbildung 5.31 A bis C sind rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der To-
pographie eines decaptierten subkonfluenten MDCK-IT Zelllayers, kultiviert auf
porosem Aluminium mit einem Porendurchmesser von 400 nm, dargestellt. Alle
Abbildungen wurden an unfixierten Zellenfragmenten im Contact Modus abgera-
stert und mittels der Sandwich-Cleaving-Technik decaptiert. Zunéchst wurde die
Probe mit einer Kraft von 1,8 nN gescannt (Abbildung 5.31 A). Es grenzen sich
deutlich zwei Bereiche auf dem porosem Substrat voneinander ab. Der Bereich I
liegt aufserhalb einer Zelle, wahrend der Bereich II das Innere der decaptierten
Zelle markiert. Der gelbe grofe Pfeil markiert ein Aktin-Filament, das sich in
allen drei Aufnahmen wiederfindet. Fiir die folgende Aufnahme (Abbildung 5.31
B) wurde die Kraft auf 7,2 nN erhoht, um fiir Abbildung C wieder auf 0,9 nN
reduziert zu werden. Bei hoher Kraft lassen sich die Membranfragmente in die
Poren driicken, dhnlich wie bei Modellmembranen. Bei anschliefsendem Scannen
mit niedriger Kraft relaxieren die Membranfragmente wieder und die Topographie
dhnelt der bei anfinglicher, verhaltnisméafig niedriger Kraft. Die verschiedenen
Hohenprofile zeigen beispielhaft die Analyse einer mit Zellmembran iiberspann-
ten Pore (weifer kleiner Pfeil in den Abbildungen 5.31 A bis C). Die gestrichelte
Linie gibt die Analyse bei einer Kraft von 1,8 nN, die durchgezogene Linie die
bei einer Kraft von 7,2 nN und die gepunktete Linie die bei einer Kraft von 0,9
nN an. Die Eindringtiefen bei Kraften von 1,8 nN und 0,9 nN sind innerhalb
der Messunsicherheit gleich. Bei hoher Kraft (7,2 nN) wird die Membran etwa
80 nm und bei niedriger Kraft (1,8 nN und 0,9 nN) jeweils um circa 45 nm in
die Poren gedriickt. Bei einem Porendurchmesser von 400 nm ist das Erreichen

der maximalen Eindringtiefe bei den gemessenen Eindringtiefen auszuschliefen
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Abbildung 5.31: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der Topographie von MDCK-

IT Zellen auf porésem Aluminat mit einem Porendurchmesser von 400 nm bei unter-

schiedlichen Kréaften. Bild A ist bei einer Kraft von 1,8 nN aufgenommen. Nach dem
Abrastern bei einer Kraft von 7,2 nN (Bild B) wurde Bild C bei einer Kraft von 0,9
nN aufgenommen. Bereich I befindet sich aufserhalb und Bereich II innerhalb der Zelle,

wahrend der weife Pfeil ein Zytosklett-Filament markiert. D: Die Profilanalyse der mit

dem weifien Pfeil gekennzeichneten Pore aus den Abbildungen A bis C. Dabei entspricht

die gestrichelte Linie einer Kraft von 1,8 nN, die durchgezogene Linie einer von 7,2 nN

und die gepunktete Linie einer Kraft von 0,9 nN.
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(vergleiche Gleichung 5.1).

Die grofse Heterogenitéit der basolateralen Membran verhindert eine systematsi-
che die Analyse aller Poren, wie sie zum Beispiel in Abbildung 5.22 durchgefiihrt
wurde. Eine Analyse aller Poren ist nicht moglich, da das Zytoskelett (Abbildung
5.31 A gelber grofer Pfeil) zusétzlich in der nativen Membran verankert ist. Somit
ist keine konstante Eindringtiefe wie in Kapitel 5.3.3 bestimmbar, da eine star-
ke Abhangigkeit vom Ort der mit Zellmembran {iberspannten Pore existiert und
sich der Qualitdt der Decaptierung auf das verbleibende Zytosol auswirkt. Dabei
hat nicht nur das Zytoskelett einen Einfluf auf die mechnischen Eigenschaften,
sondern auch die Qualitat der Decaptierung. So besteht momentan noch keine
geeignete Moglichkeit, das Ergebnis der Eindringtiefen mit den in Kapitel 5.2 ent-
wickelten theoretischen Eindringtiefen in Abhéngigkeit der Kraft zu vergleichen.
Dazu miisste die Bindung an das relativ starre Zytoskelett in der theoretischen
Berechnung in Abhéngigkeit der Ortes zusétzlich berticksichtigt werden. Dies ist
bislang noch nicht in den géngigen Theorien beriicksichtigt worden und beinhal-
tet einen extrem grofsen Rechenaufwand (vergleiche Merkel et al. [Mer00]). Es
bleibt weiterhin die Frage bestehen, in welchem Mafe die Bindung der Membran
an das Zytoskelett Einfluss auf die Abbildung mit dem Rasterkraftmikroskop und
dem Indentationsverhalten nimmt.

Abschliefsend ist zu sagen, dass es im Rahmen dieser Arbeit moglich war, die
MDCK-II Zellen durch verschiedene Verfahren zu decaptieren und die Ergebnis-
se zu vergleichen. Die Protokolle miissen weiter optimiert werden, um eine basa-
le poreniiberspannende Membran zu gewéhrleisten. Ferner zerreifsen die nativen
Membranen auf den Poren nicht bei Indentation der AFM-Spitze und verhalten
sich wie die poreniiberspannenden Modellmembranen. Diese Ergebnisse geben ei-
ne weitere Berechtigung das Modellsystem der poreniiberspannenden Membranen
zur Untersuchung der mechanischen Eigenschaften von biologischen Membranen

zu verwenden.
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5.5 Elastisches Verhalten von MDCK-II Zellen

unter osmotischem Stress

Zellmembranen sind permeabel fiir Wasser, bilden jedoch fiir Metabolite und
Ionen eine Barriere. Zellen stehen so unter einen sensiblen osmotischen Gleich-
gewicht mit ihrer Umgebung. Anderungen in der Osmolaritit der Umgebung
kénnen dieses Gleichgewicht empfindlich stéren und zu einem Wasseraustausch
mit dem Extrazellularraum fithren. Durch eine De- und Hydratisierung kénnen
die Zellen ihr Volumen reduzieren oder vergrofern. Die MDCK-IT Zellen sind als
Nierenzellen in der Lage, auf osmotischen Druck zu reagieren.

In diesem Abschnitt soll das mechanische Verhalten in Bezug auf die De- und
Hydratisierung unter extrazellularem osmotischen Druck untersucht werden,
indem konfluente Zellschichten hyper- und hypoosmolaren Medien ausgesetzt
werden, die in Folge des Wasseraustausch eine Verdnderung des Volumens und
somit auch der mechanischen Eigenschaften der Zellen erfahren. Der Hintergrund
zu dieser Untersuchung entwickelte sich aus den Experimenten von Periasamy et
al. und der Arbeit von Wegener, die zum einem Messungen der zytoplasmischen
Viskositéit an adhidrenten MDCK-II Zellen und zum anderen mikrogravimetrische
Untersuchungen durchfiithrten [Per92, Weg98|.

Zur Untersuchung dieser Eigenschaften werden MDCK-II Monolayer auf einer
Petrischale kultiviert und unter verschiedenen osmotischen Stresszustédnden mit
dem CLSM untersucht (Abbildung 5.32 A)?. Um einen unkontrollierten Fluss des
verwendeten Farbstoffs FITC-Dextran (0,5 mM, 4 kDa) in die Zellen zu vermei-
den, wurden die Zellen zunéchst dem hypo-, hyper-, beziehungsweise isotonischen
Puffer ohne Farbstoff ausgesetzt, der die Zellen anschwellen, beziehungsweise
schrumpfen lies. Erst spater wurde dieser gegen einen Farbstoff enthaltenden
Puffer ausgetauscht, um eine unkontrollierte Diffusion zu vermeiden.

In Abbildung 5.32 A sind konfluente im isotonen Zustand befindliche
MDCK-IT Zellen in einer dreidimensionalen Abbildung, mittels konfoka-
ler Laser-Rastermikroskopie aufgenommen, dagestellt. Nach FErhohung der
Sucrose-Konzentration im Puffer auf 500 mM ist ein Zusammenschrumpfen des
Zellmonolayers deutlich sichtbar (Abbildung 5.32 B). In der dreidimensionalen

9Dabei wurde HEPES Puffer (75 mM NaCl, 2 mM CaCly, 20 mM HEPES) verwendet,
bei dem die Osmolaritét durch unterschiedliche Sucrosekonzentrationen (0 mM bis 650 mM)

eingestellt wurde.
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Abbildung 5.32: Konfokale lichtmikroskopische Aufnahmen von MDCK-II Zellen bei
unterschiedlichen Sucrose-Konzentrationen. In allen vier Aufnahmen ist immer der glei-

che 60 pm x 60 gm Ausschnitt mit einer z-Skala von 15 um dargestellt.

Darstellung der Fluoreszenz Aufnahmen ist eine Verringerung der Héhe von etwa
von 6 pum auf 4 pm zu erkennen. Nach der Wiederherstellung des isotonischen
Zustandes (Abbildung 5.32 C) schwellen die Zellen wieder auf die vorherige
Hohe von 6 pm an. In Abbildung 5.32 D ist der Zellayer in einem hypertonem
Puffer dargestellt. Deutlich zeigt sich das Anschwellen der Zellen auf eine Héhe
von etwa 8 pum. Da die Zellmembran eine Barriere fiir die Sucrose darstellt, ist
der Wasseraustausch die einzige Moglichkeit fiir die Zellen, den osmotischen
Druck auszugleichen. Die Volumenadnderung ist somit auf eine Diffusion von
Wasser durch die Zellmembran zuriickzufiihren. In der Literatur finden sich viele
Arbeiten iiber die Volumendnderung, jedoch untersuchten nur die wenigsten
dabei auch das mechnanische Verhalten der Zellen [Sch98, Beh00, Mar01]. Zum
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Beispiel lieken Schneider et al. MDCK-F Zellen mittels Charybdotoxin (CTX)
anschwellen und mittels Ionomyzin schrumpfen [Sch98|. Dabei ermittelten sie
die Anderung der Hohe mittels der Rasterkraftmikroskopie.

Im Folgenden werden die Zellen auf mechanische Eigenschaften in Stadien
von isotonen, hypertonen und hypotonen Zustidnden mittels des Rasterkraft-
mikroskops untersucht, wobei unter anderem auch die speziell angefertigten
sphérischen Cantilever-Spitzen verwendet wurden. Abbildung 5.33 A zeigt
beispielhaft eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer verwendeten

sphéarischen Cantilever-Spitze zusammen mit einer elektronenmikroskopischen

Aufnahme eines konischen Cantilevers. Die Polystyrolkugeln (Sip, Durchmesser

B

Abbildung 5.33: A: Elektronenmikroskopische Aufnahme (SEM) eines benutzten
Kugel- Cantilevers mit einem Kugeldurchmesser von 9 pm, hergestellt nach der Metho-
de von Heim et al. [Hei99| basierend auf einem Olympus PSA TR-400. B: Elektronen-
mikroskopische Aufnahme (TEM) eines Olympus BL-RC150VB-C1 Cantilevers. Beide
Cantilever sind zuvor bei Experimenten zur Untersuchung des elastischen Verhaltens

von MDCK-II Zellen unter osmotischem Stress zum Einsatz gekommen.

9 pm) an den sphérischen Cantilever-Spitzen wurden analog zu dem Verfahren
von Heim et al. mit Heifskleber angebracht [Hei99]. Die konische Spitze des Can-
tilevers in der Vergréferung von Abbildung 5.33 B hat einen Offnungswinkel von
a = (18 £ 4)°. Durch die Verwendung verschiedenartiger Cantilever-Spitzen
kénnen die Vorteile der jeweiligen ausgenutzt und die jeweils sich ergebenden
Nachteile minimiert werden. Wahrend es nicht méglich ist, mit einer sphérischen
Spitze mit einem Durchmesser von 9 pm einen Zelllayer abzubilden und somit

lokal aufgeloste Elastiztitdtsmodule zu bestimmen, ist die Bestimmung des
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Winkels o der Cantilever-Spitzen mit einer grofsen Ungenauigkeit behaftet.

Der konfluente MDCK-II Zelllayer wurde zunéchst auf einer Petrischale kultiviert
und wurden zur Vorbereitung fiir die Untersuchung mit dem Rasterkraftmikro-
skop mit PBS™T gespiilt. Fiir die einzelnen osmolaren Zustinde wurde der Puffer
mit entsprechender Menge Sucrose versehen. Nach ausreichender Inkubation
wurden Kraftkurven auf dem Zelllayer aufgenommen, der sich jeweils in den ein-
zelnen osmotischen Zustdnde befunden hat. Beispielhaft sind in Abbildung 5.34
A Kraftkurven dargestellt, die mittels einer sphérischen Cantilever-Spitze bei
verschiedenen osmotischen Zustédnden aufgenommen wurden. Dabei bezeichnet
die rote Linie die Kraftkurve, die bei isotonischen Bedingungen aufgenommen
wurde. Die Kraftkurven, bei der die Sucrose-Konzentration schrittweise erhéht
wurde, sind als blaue und griine Kurven und die Kraftkurve bei hypotonen
Bedingungen als schwarze Kurve dargestellt. Die Steifigkeit des Zellmonolayers,
die als Ableitung der Kraftindentationskurve im Kontaktbereich definiert ist
[Hoh94|, erhoht sich deutlich mit steigender Sucrose-Konzentration. Ohne
Sucrosezusatz im Puffer ist eine sehr geringe Steigung zu erkennen. Dies lésst
den Schluss zu, dass die Zellen mit steigender Sucrose-Konzentration nicht nur
ihre Hohe verringern, sondern zudem das Youngsche Modul zunimmt. Dies wird
im Folgenden genauer untersucht. Zuvor wird jedoch auf die Geschwindigkeits-
abhéngigkeit der Kraftkurven eingegangen.

Zunichst ist zu beachten, dass bei einem Cantilever mit einer Kugel als Spitze
zusatzlich hydrodynamische Effekte bei zu grofsen vertikalen Geschwindigkeiten
auftreten konnen. Die hydrodynamischen Effekte wirken als eine zusétzliche
Riickstellkraft auf den Cantilever: Feg = F + Fuydro mit Frydro = %,
wobei a der Radius der Kugel, n die Viskositét, v die Geschwindigkeit und A die
Eindringtiefe, beziehungsweise der Abstand ist [Alc02, Jan05|. Da im Rahmen
dieser Arbeit Cantilever mit einer Kugel verwendet wurden, ist der Einfluss
dieses Effektes zu quantifizieren. Dazu wurden Kraftkurven auf reinem Substrat
in einem isotonischen Puffer aufgenommen und die Funktion der Hydrodynamik
ermittelt. Bei einem Radius Ry, = 4,5 pm, einer Geschwindigkeit von circa 7
2 und den Werten fiir die Viskositét aus Tabelle 5.5 stimmt die berechnete
hydrodynamische Kurve mit der gemessenen sehr gut iiberein (nicht gezeigt). Es
zeigt sich, dass die hydrodynamischen Effekte keine Rolle bei der Berechnung
der Elastizitdtsmodule spielen und vernachldssigbar klein sind. Des Weiteren
kann so iiber die Hydrodynamik der Punkt des Kontaktes von Spitze und

Probe bestimmt werden. So ist neben der Nullpunktsbestimmung gewahrleistet,
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Abbildung 5.34: A: Kraft-Indetationskurven in Abhingigkeit der Sucrose Konzentra-

tion. Die schwarze Linie entspricht einer 0,17 osmol/kg Sucrose-Konzentration (hyper-

ton), die rote einer von 0,33 osmol/kg (isoton), die griine Linie einer von 0,67 osmol/kg

(hyperton) und die durchgezogene blaue Linie einer von 0,93 osmol/kg (hyperton).

B: Die Abhéngigkeit des Elastizitdtsmoduls von der Geschwindigkeit der z-Bewegung

des Cantilevers. In dem rot gekennzeichneten Geschwindigkeitsbereich wurde fiir die

Geschwindigkeit der Kraftindentationskurven gewéahlt. Das Inset zeigt den Bereich, in

dem die Hydrodynamik vor dem Kontakt mit der Probe wirkt und den Bereich, in dem

das Youngsche Modul berechnet wird.
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Konzentration von | Zustand | Osmolaritdten | Viskositéat
Sucrose in [mM] in |52 in [Pa-s|-1073
0 hypoton 0,17 1
150 isoton 0,33 1,15
250 hyperton 0,49 1,25
350 hyperton 0,67 1,43
650 hyperton 0,93 1,94

Tabelle 5.6: Die Viskositdat 1 in Abhangigkeit der Sucrose-Konzentration im Puffer,

beziehungsweise der Osmolaritéten.

dass hydrodynamische Effekte bei der Berechnung der Youngschen Module
ausgeschlossen werden konnen (vergleiche Abbildung 5.34 Inset).

Wie aus den Arbeiten von A-Hassan et al. und Hoh et al. hervorgeht, hingt das
Youngsche Modul von der Geschwindigkeit v ab, mit der sich der Cantilever auf
den Monolayer zubewegt [Hoh94, Aha98|. Zum Beispiel erhoht sich bei steigen-
den vertikalen Geschwindigkeiten die Stefigkeit der Zellen auf Grund einer in
der Hydrodynamik resultierenden zusétzlichen Riickstellkraft. Die Abhéngigkeit
des Youngschen Moduls von der Geschwindigkeit, aufgenommen mit einem
sphérischen Cantilever unter isotonischen Bedingungen, ist in Abbildung 5.34 B
gezeigt. Dabei wurde das Youngsche Modul mittels Gleichung 3.13 berechnet.
Fiir den Spitzenradius wurde ein Wert von Ry, = 4,5pum, fiir das Poisson
Verhéltnis einer von v = 0,5 angenommen [Dom98, Aha98, Alm04|. Es ist zu
beachten, dass das Poisson Verhéltnis einer Zelle nicht iiber die gesamte Fléche
konstant sein muss und bislang noch nicht exakt bestimmt wurde. Ein Vorteil
einer sphérischen Spitze liegt in der Mittellung des Poisson Verhéltnisses iiber
eine grofe Fliache der Zelle, was zu einer Minimierung dieser Unbestimmtheit
fiihrt und somit die Annahme eines konstanten Poisson Verhéltnisses zulésst
[Aha98].

Aus Abbildung 5.34 B ist deutlich erkennbar, dass die Berechnung der
Youngschen Module bis zu einer Geschwindigkeit von 15 £* innerhalb der
Standardabweichung liegt!®. Hoh et al. geben in ihren Arbeiten eine maximale

Geschwindigkeit von 4,6 #* an, wihrend A-Hassan et al. reproduzierbare Kraft-

10 Jeder Datenpunkt enthilt dabei iiber 70 Kraftindentationskurven aus verschiedenen Proben
mit MDCK-IT Monolayern.
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indentationskurven in einem Bereich von 5 - 25 % erhielten [Hoh94, Aha98|.
Hategan et al. hingegen erzielten reproduzierbare Kraftkurven bei einer Ge-
schwindigkeit von 10 - 20 £*. In Bezug auf die oben genannten Werte wurden alle
Kraftindentationskurven mit Geschwindigkeiten von 5 bis 10 £* aufgenommen,
um eine bestmogliche Reproduzierbarkeit in der Berechnung des Youngschen
Moduls zu gewahrleisten.

Des Weiteren héangt das Youngsche Modul von der Eindringtiefe ab,
in der die Gleichung 3.13 den Kraftindentationskurven angepasst wird
[Hoh94, Dom98, Hat03|. Fiir eine reproduzierbare Bestimmung der Youngschen
Module wurde aus diesem Grunde nur in Bereichen von Eindringteifen bis etwa 1
pm die Funktion 3.13 den Daten angepasst, da dort die berechneten Youngschen
Module unabhéngig von der Eindringtiefe anzusehen sind.

Unter Beriicksichtigung obiger Effekte sind in Abbildung 5.35 A und B die
Youngschen Module dargestellt, die unter verschiedenen osmotischen Bedin-
gungen mit konischen beziehungsweise sphérischen Cantilevern aufgenommen
wurden. In Abbildung 5.35 A sind die Youngschen Module unter verschiedenen
osmotischen Bedingungen, die mittels einer sphérischen Spitze bestimmt wurden,
dargestellt. Der Fehler des Youngschen Moduls wird dabei aus der Standard-
abweichung von iiber 70 der mittels Gleichung 3.13 angepassten Youngschen
Module berechnet. Im isotonischen Zustand liegt das Youngsche Modul bei (6,2
+ 1,2) kPa. Marthus et al. geben ein Youngsches Modul von MDCK-IT Zellen
unter isotonischen Bedingungen von 5 - 7 kPa an [Mar01], wihrend Caille et
al. ein Youngsches Modul von 0,1 - 2,5 kPa fiir Endothelzellen bestimmten,
indem sie die Zellen mittels eines ,Mikroplattensandwiches® untersuchten
[Cai02]. Almqvist et al. untersuchten Endothelaortazellen vom Rind mittels
Force-Volume-Technik und fanden ein Modul von 3 - 6 kPa [Alm04]|. Das
hier angegebene Youngsche Modul liegt somit sehr gut im Rahmen der in der
Literatur angegebenen Werte.

Wird nun die Sucrose-Konzentration erhoht, so steigen die Youngs-
chen Module wie oben angedeutet an (Pfeile in Abbildung 5.35 A).
Es ergibt sich ein linearer Zusammenhang vom Youngschen Modul
Elcsee) = (0,3 £ 0,8)[kPa] + (18 = 2)10*3[@] - c[mOsm] hei der Er-

g kg
héhung der Sucrose-Konzentration. Ferner ist eine Reversibilitiat deutlich zu
erkennen (Abbildung 5.35 A, Punkte: I-V). Es stehen dabei die @ und x Symbole

fiir die einzelneen Experimente und die romischen Ziffern fiir Erhéhung und
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Abbildung 5.35: A: Das Youngsche Modul in Abhingigkeit von der Sucrose-
Konzentration. Verwendet wurde ein Kugel- Cantilever. Die Pfeile markieren die Rei-
henfolge, in der die Zellen verschiedenen osmotischen Driicken ausgesetzt wurden. Die
Module markiert mit e Symbole wurden bei Erhohung der Sucrose-Konzentration,
die mit markierten x Module bei Reduzierung aufgenommen. Zusétzlich wurden das
Youngsche Modul von GDA-(A) und PFA- (V) fixierten Zellen ermittelt. B: Youngsche
Module in Abhéingigkeit der Sucrose-Konzentration. Verwendet wurden die Olympus
BL-RC150VB-C1-Cantilever. Es sind dabei Youngschen Module auf Zellkernen (o) und

in der Peripherie der Zelle (m) bestimmt.
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Erniedrigung der Sucrose-Konzentration.

Zusétzlich zu den Messungen mit einer sphérischen Spitze sind in Abbildung
5.35 B Youngsche Module dargestellt, die mit einer konischen Spitze aufge-
nommen und mittels Gleichung 3.11 berechnet wurden. Die herkémmlichen
Cantilever mit konischen Spitzen ermdglichen neben der topographischen
Abbildung lokal aufgeléste Kraftindentationskurven auf den MDCK-IT Zellmo-
nolayern. In Abbildung 5.35 B sind die Youngschen Module in Abhéngigkeit der
Sucrose-Konzentration dargestellt, die auf dem Nucleus (e Symbole) und in der
Zellperipherie (m Symbole) bestimmt wurden. Grundlage jedes Datenpunktes
waren mehr als 60 Kraftindentationskurven. Es zeigt sich, dass die Youngschen
Module, bestimmt auf den Nucleus, unabhéngig von der Sucrose-Konzentration
sind und sich somit ein mittleres Modul von (9,4 + 0,4) kPa ergibt. Dies ist in
guter Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Caille et al., die ein Modul von
8,8 kPa von isolierten Endothelzellkernen angeben [Cai(2].

Betrachtet man die in der Zellperipherie gefundenen Youngschen Mo-
dule (m Symbole), so zeigt sich wiederum eine lineare Abhéngigkeit
von der Sucrosekonzentration von vom Youngschen Modul E(csy.) =

(1,1 £ 1,5)[kPa] + (10 £ 4)107°[565] - c[®"]. Dies ist in relativ guter

.. kg
Ubereinstimmung mit der gefundenen linearen Abhéngigkeit der Module, die

mittels sphérischer Cantilever-Spitzen bestimmt wurden. Fiir den isotonen
Zustand ergibt sich ein Youngsches Modul von (4,2 + 0,5) kPa, welches mit dem
obigen Wert und mit den Werten aus der Literatur sehr gut iibereinstimmt.

Bei genauer Betrachtung lésst sich bei einer Sucrose-Konzentration von 650 mM
eine Abweichung von der Geraden erkennen (Abbildung 5.35 B, roter Pfeil).
Diese Abweichung ist mit der relativ ungenauen Bestimmung des Offnungs-
winkels o zu erkldren. Kleine Variationen des Offnungswinkels o innerhalb
der Fehlertoleranz fiihren bei der Berechnung des Youngschen Moduls wegen
des tan a zu erheblichen Abweichungen, da der Cantilever nur ndherungsweise
eine konische Form besitzt (vergleiche Abbildung 5.33). Besonders stark sind
diese Abweichungen beim Wechsel vom isotonen Zustand zu hohen Sucrose-
Konzentrationen. Zusammen mit Abbildung 5.33 B ergeben sich so bei kleinen
Eindringtiefen bereits geringe Anderungen des Offnungswinkels, die zu eine
relativ groken Abweichung fithren. Wird beispielsweise der Offnungswinkel um
nur zwei Grad erhoht, so liegt der abweichende Datenpunkt aus Abbildung 5.35

B exakt auf der bestimmten linearen Funktion.
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Die sphérischen und konischen Spitzen, die bei den Kraftindentationskurven
verwendet worden sind, zeigen jeweils einen &hnlichen linearen Verlauf in
Abhéngigkeit des osmotischen Drucks sehr deutlich. Wie zu erwarten steigt
das Youngsche Modul mit geringerem Volumen beziehungsweise mit hoherer
Sucrose-Konzentration an. Das Zytosol wird, als einheitliche viskose Masse
angesehen, zusammengepresst und somit erhoht sich das gemessene Youngsche
Modul (siehe Abbildung 5.36). Vergleicht man die Zelle und das als eine Einheit
angesehene Zytosol mit einem gefiillten Ballon, so sollte das Youngsche Modul

mit steigendem Druck, induziert durch den hypotonen Zustand, steigen.

hypoton isoton hyperton

Abbildung 5.36: Schematische Darstellung der einzelnen osmolaren Zustédnde von
MDCK-II Zellen.

Aber bei dem hypotonen Zustand schwellen die Zellen zwar durch den erhéhten
Druck an, jedoch besitzen sie ein niedrigeres Youngsches Modul als im isotonen
Zustand. Dieser Effekt wird vermutlich durch das Separieren von Zytoskelett und
Plasmamembran hervorgerufen (vergleiche Abbildung 5.36). Durch die schnelle
Reaktion der Zelle auf den osmotischen Druck wird das Zytoskelett nicht in
der selben Rate wachsen konnen, wie die Zelle anschwillt [Mer00]. Dieser Effekt
bestétigt die Aussage, dass die mechanischen Eigenschaften im Wesentlichen von
den Eigenschaften des Zytoskeletts dominiert werden [Arn00, Bou98] und der
Vergleich mit einem Ballon nicht korrekt ist.

In Abbildung 5.35 A wurden zusétzlich die Elastizitdtsmodule fiir fixierte Zellen
mittels der Pulsed-Force-Technik bestimmt. Dabei wurden die Zellen auf einer
Petrischale kultiviert und mit Glutardialdehyd (GDA) beziehungsweise mit
Paraformaldehyd fixiert, indem die in der Membran enthaltenen Proteine durch
die Aldehyde vernetzt wurden. In Abbildung 5.37 A ist die Topographie einer
MDCK-IT Zelle abgebildet. Es sind deutlich zwei Bereiche einer Zelle sichtbar.
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Der eine Bereich entspricht der in der Literatur angebenen Héhe von circa 60 nm
einer doppelten Zellmembran mit Zytoskelett und extrazellularer Matrix |Zie98|.
Der zweite Bereich mit einer Hohe von etwa 350 nm wird der Zellmembran
mit eingeschlossenem Zytosol zugeordnet. Vergleicht man diese Bereiche mit
der Steifigkeit (Abbildung 5.37 B) und Adhésion (Abbildung 5.37 C) in einer
synchronisierten Profildarstellung, so spiegeln alle drei Bilder die charakteri-
stischen Strukturen wider. Die Adhésion ist eine reine Oberflaichenfunktion,
bei der der Kontaktradius und die Eigenschaften der Oberflichen eingehen, so
dass ein homogener Verlauf iiber alle Bereiche der Zelle beziehungsweise der
Petrischale zu erwarten ist. Der mit dem Pfeil markierte Bereich, in dem die
Adhésion ansteigt, ist iiber die Erhéhung der Kontaktfliche durch den Anstieg
der Hohe zu erklaren. Das entspricht den zu erwartenden Ergebnissen. Wahrend
die Adhésion iiber die gesamte Zelloberfliche nahezu konstant ist, steigt und
sinkt die Steifigkeit mit entsprechender Hohendnderung. Der Hohenunterschied,
bedingt durch die Menge an Zytosol unter der Membran, bewirkt auch eine
Anderung der Steifigkeit, so dass in Abbildung 5.37 D die unterschiedlichen
Hohen mit der Steifigkeit korrelieren. Zellen, die mittels Glutardialdehyd fixiert
worden sind, weisen eine um den Faktor 1,8 groflere Steifigkeit auf als einem
mit Paraformaldehyd immobilisierten Zellen (nicht gezeigt). Dabei ergab sich
eine Steifigkeit von Ssiig = 0,8 nN in der Peripherie einer mit Glutardialdehyd
immobilisierten MDCK-IT Zelle und eine Steifigkeit von Ssyg = 0,45 nN
fiir Paraformaldehyd immobilisierten MDCK-II Zellen im peripheren Bereich.
Dies ist eine gute Ubereinstimmung mit den in Abbildung 5.35 A gefundenen
Ergebnissen. Dabei unterscheiden sich bestimmten Werte von Glutardialde-
hyd beziehungsweise Paraformaldehyd immoblisierten Zellen um den Faktor
1,6 + 0,4 (vergleiche Abbildung 5.35), wahrend sich bei den Pulsed Force
Messungen ein Unterschied von etwa 1,8 ergibt. Die Zellen werden durch das
Glutardialdehyd auf Grund dessen chemischen und biologischen Eigenschaften
wesentlich starker als durch Paraformaldehyd immobilisiert. Kleine Abweichun-
gen sind durch die unterschiedlichen Messmethoden zu begriinden, zum anderen
wurden bei den PFM-Messungen zwei verschiedene Rasterkraftmikroskope ver-

wendet. Dennoch stimmen diese Ergebnis in Rahmen der Fehler sehr gut iiberein.
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Abbildung 5.37: Rasterkraftmikroskopische Abbildung einer mit Glutardialdehyd fi-
xierten MDCK-II Zelle im Pulsed-Force-Modus (A: Topographie, B: Steifigkeit, C: Ad-

hésion mit entsprechend synchronisierten Profillinien (D)).




Kapitel 6
Zusammenfassung und Ausblick

Die mechanischen Eigenschaften von zellulairen Membranen spielen eine wichtige
Rolle bei vielen biologischen Prozessen, wie zum Beispiel Exo- und Endozyto-
se, Zellteilung, Adhésion und Migration. Ziel der vorliegenden Arbeit ist deshalb
die Quantifizierung der lokalen mechanischen Eigenschaften von nativen und ar-
tifiziellen, poreniiberspannenden Membransystemen. Fiir die Untersuchung sol-
cher nativer und artifizieller Nanodrums wurden porése Aluminate iiber einen
zweistufigen Anodisierungsprozess hergestellt. So ist es gelungen eine hexagonal
geordnete Porenstruktur mit definiertem, aber einstellbarem Porendurchmesser
herzustellen.

Fiir das Verstandnis der zentralen Indentation und der dabei auftretenden Riick-
stellkrifte wurde im Rahmen dieser Arbeit zunéchst ein theoretisches Modell
entwickelt, dass die Eindringtiefe eines parabolischen Indenters in einer poren-
tiberspannenden Membran (diinne Platte) in Abhéngigkeit der Kraft beschreibt:
[F (h(/i, 0, Rpore, Rrip, U ))] . Mittels dieses theoretischen Modells war es mog-

lich den Einfluss von Poren- und Indenterradius Rpore, Iiip vorherzusagen, sowie
die Oberflichenspannung ¢ und das Biegemodul x von unterschiedlichen Lipid-
gemischen zu bestimmen. Um diese Vorhersagen zu bestétigen, wurden hexago-
nal geordnete Poren in Aluminium mit einem Bilayer iiberspannt und mittels
Kraftindentationskurven untersucht. Aus diesem Grund wurde N,N-Dimethyl-
N,N-dioctadecylammoniumbromid als Vertreter eines Lipids in der Gelphase und
1,2-Dioleoyl-3-trimethylammonium-propan Chlorid als fluides Lipid ausgewéahlt,
um zuséatzlich die mechanischen Eigenschaften der einzelnen Phase zu quantifi-

zieren. An die gemessenen Kraftkurven wurde die Vorhersage des theoretischen

145
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Modells angepasst, indem bei einem festen Biegemodul fiir fluide Membranen
(k = 1071 J) und fiir Membranen in der Gelphase (k = 107'% J) die Oberfli-
chenspannung variiert wurde. Fiir die bestmégliche Ubereinstimmung der Kraft-
indentationskurven wurde eine physikalisch sinnvolle und zu erwartende Oberfla-
chenspannung von oge = 5 %N, beziehungsweise von oguige = 1 %N fiir Poren
mit einem Radius von Rti, = 90 nm gefunden. Die Variation des Indenterradius
zeigte nur einen geringen Einfluss auf die Riickstellkraft, wihrend der Porenradi-
us einen wesentlich signifikanteren Effekt zeigte.

Das System der poreniiberspannende Membranen bildet zusammen mit dem theo-
retischen Modell die Grundlage zur Untersuchung von molekularen Besonderhei-
ten der Lipide, wie zum Beispiel den Einfluss der Methylgruppen an den Fettsiau-
reketten (1,2-Diphytanoyl -sn-glycero-3-phosphocholin) auf die mechanische Sta-
bilitét eines 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol/1,2-Diphytanoyl -
sn-glycero-3-phosphocholin/Cholesterin Gemisches. Durch die Verzahnung der
Methylgruppen ergibt sich eine signifikante Erhohung der apparenten Membran-
steifigkeit. Ferner konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Basis zur Bestimmung
des Einflusses von Cholesterin auf die mechanischen Eigenschaften von poren-
iiberspannenden Lipidmembran entwickelt werden. Eine Verdnderung des Cho-
lesteringehalts ergab in ersten Messungen keinen signifikanten Einfluss auf die
Versteifung der Membraneingenschaften.

Diese Erkenntnis der obigen Experimente wurde nun im Rahmen dieser Arbeit
auch auf native Systeme {ibertragen. So gelang die Prédparation und Charakte-
risierung einer nativen Membran, der Basalmembran von MDCK-II Zellen, die
zuvor auf porésem Aluminat kultiviert wurden. Dabei wurden zwei Decaptie-
rungsverfahren entwickelt und deren Effizienz verglichen. Es zeigte sich, dass das
Squirt-Lysing-Verfahren einen Zelllayer homogen decaptiert, jedoch oftmals nicht
in der geeigneten Hohe. Bessere Ergebnisse wurden bei dem Sandwich-Cleaving-
Verfahren erzielt. Erste Untersuchungen der mechanischen Eigenschaften konnten
durchgefiihrt werden und bilden die wichtige Grundlage fiir zukiinftige Kraftin-
dentationsmessungen zur Bestimmung der lateralen Spannung und des Biegemo-
duls. Damit wurde der Grundstein fiir ein hochauflésendes lokales Mapping der
elastischen Eigenschaften von nativen Membranen gelegt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss des osmotischen Drucks auf die
mechanischen Eigenschaften von lebenden MDCK-II Zellen untersucht. Es wur-
de gezeigt, dass das Youngsche Modul in der Peripherie der Zellen reversibel auf

extreme osmotische Stimulation reagiert. In der Zellperipherie verringert sich das
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Youngsche Modul, da sich bei einem Anschwellen der Zellen die Zellmembran
vom Zytoskelett 16st. Beim Schrumpfen werden die Zellorganellen und das Zyto-
sol komprimiert und so resultiert eine lineare Erhohung des Youngschen Moduls
zum osmotischen Druck. Im Gegensatz zu der Zellperipherie ist das Youngsche

Modul bei Messungen auf dem Zellkern konstant.
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Abkiirzungen

AFM Rasterkraftmikroskop (Atomic force microscope)

a. u. willkiirliche Einheiten (arbitary units)

BisTris  Bis(2-hydroxyethyl)-iminotris(hydroxymethyl)-methan
BLM Schwarze Membranen (Black lipid membrane)

Chol Cholesterin, Cholesterol

CLSM Konfokale Laser-Rastermikroskopie

DODAB N,N-Dioctadecyl-N,N-dimethylammoniumbromid
DPPTE 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero3-phosphothioethanol
DPhPC  1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-Phospohcholine

FITC Fluorescein-isothiocyanat

GA Glutardialdehyd

HEPES  2-(4-(2- Hydrozyethyl)-1-piperazinyl) ethanesulfonic acid
LVDT Linear Variable Differential Transformer

MDCK  Mardine-Darby Canine Kidney

MFP Molecular Force Pulling

MPA 3-Mercaptopropionsaure

PBS phosphate buffered saline

PBS™  phosphate buffered saline mit Ca** und Mg?"

PFA Paraformaldehyd

PID Proportional Integral und Differential

QCM Quarzmikrowaage (Quartz crystal micro balance)

SAM Selbstordnende Monoschichten (self assembled monolayer)
SSM Festkorpergestiitzte Membranen (solid supported membrane)
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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Gerate

Mikroskopie:

Fluoreszenzmikroskop

LEO1530 with GEMINT field emission column
Philips EM420 Acc. Vol. 120 kV

Dimension 3100, Nanoscope I1la+A /D Controller
Bioscope, Nanoscope I1la Controller

Pulsed Force Box

Asylum Research MFP-3D AFM
Kalibriergitter mit Spitzen TGT01

Cantilever:

OMCL-TR400PSA

DNP-S-10

OMCL-BL-RC150VB-C1

Oszillatorkarte NI 5911

Probenpréaparation:

Sterilbank: FLow BSB 6A und BSB 4A
Miniextruder LiposoFast (¢)

Tip Sonifier Labsonic U

Plasmareiniger PDC-002

Ecocell

Vacucell

Aufdampfanlage, Bae 250 Balzers Coating System
Vortexer Reax Top

Leica Microsystems GmbH
Carl Zeiss SMT AG

Philips

Veeco, USA

Veeco, USA

WITec GmbH, Ulm, D.
Atomic Force FE GmbH, D.
Anfatec, D.

Olympus Optical Co., Japan
Veeco, Santa Barbara, CA, USA
AFFE, Mannheim, D.

National Instruments, USA

Gelaire, D.

Avestin, Kanada

Brandt, D.

Harrick, USA

Medcenter Einr. GmbH, D.
Medcenter Einr. GmbH, D.
Liechtenstein

Heidolph, D.
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Herstellung von porésen Aluminiumtragern:

Keithley 2400 Source Meter

Netzgerit fiir den Riihrer

Tektronix PS 280 DC Power Supply
Tektronix Power Supply EA-PS 9300-02
Ecoline RE 104

Kiihlaggregat in Mainz

Keithley Instruments, USA

Tektronix, USA
Tektronix, USA
Lauda, D.



Materialien

Aluminium Folien
BisTris

CaCl, Calciumclorid
Cholesterol
Chrom(IV)Oxid
Chrom

p-Glucose
DODAB

DPhPC

DPPTE

Ethanol

fotales Kéalberserum
Glasdeckglaser
Glasobjekttrager
Glimmer
Glutardialdehyd
Glutamin

Gold

Hellmanex
HEPES Puffer
Isopropanol
Kaliumchlorid KCl

Kaliumdihydrogenphosphat KHoPO4

3-Mercaptopropionsaure
MEM Earle (1x)

MES 2-Morpholinoethansulfonséure

Goodfellow, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

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

Umicore Material AG, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

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

Seromed, Deutschland

Plano, Deutschland

Plano, Deutschland

Plano, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland

Merck, Deutschland

Goodfellow, Deutschland

VWR, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland

Roth, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland

Biochrom, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland
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Magnesiumchlorid MgCl,
Mucasol

Natriumchlorid NaCl
Natriumhydrogencarbonat NaHCOj4
Natriumsulfat Nay;SOy
Oxalsdure Dihydrat
Paraformaldehyd
Penicillin

Petrischalen
Phosphorsaure H3POy4
Streptomycin
Schwefelsdure H,SO4
Tris

Sigma-Aldrich, Deutschland
VWR, Deutschland

Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich Deutschland
Acros, Deustchland

Acros, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Seromed, Deutschland
Greiner Deutschland

Fluka, Deutschland
Seromed Deutschland
Fluka, Deutschland

Roth, Deutschland
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