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4 Kapitel 1

1 Einleitung

1.1 Festkorpergestiitzte Lipidmembranen

Festkorpergestiitzte Lipidmembranen dienen seit Anfang der achtziger Jahre des zwanzigsten
Jahrhunderts als Modellsysteme fiir Zellmembranen.! Im Gegensatz zu vesikuldren Systemen
oder Lipidmonolagen an der Wasser/Luft - Grenzfliche sind sie einer Vielzahl von
oberflichenanalytischen =~ Methoden, wie der Rasterkraftmikroskopie, Oberfldchen-
plasmonenresonanz (SPR), Quarzmikrowaagentechnik, Impedanzspektroskopie, TIRF (fotal
internal reflection fluorescence) und ATR-FTIR (attenuated total reflection - Fourier
transform infrared spectroscopy), zuginglich.” Daher finden sie in weiten Bereichen der
Biophysik ihre Anwendung, unter anderem zur Untersuchung von Membranstrukturen, der
Membrandynamik, Lipid-Protein- und Ligand-Rezeptor - Wechselwirkungen und der
elektrochemischen FEigenschaften von Membranen, sowie in der Entwicklung von
Biosensoren. Sie konnen auf den unterschiedlichsten Substraten, wie z. B. Glas, Silizium,
Siliziumdioxid, Siliziumnitrid, Glimmer, Platin, Gold und Titandioxid, erzeugt werden."”
Ein weiterer Vorteil von festkorpergestiitzten Lipidmembranen ist der starke Kontakt zum
Substrat, der eine hohe Langzeit- und mechanische Stabilitdit zur Folge hat. Zwischen
Lipidmembranen und hydrophilen Substraten befindet sich zudem ein diinner (ca. 1 nm)
Wasserfilm, der gleichzeitig die laterale Mobilitit der Lipide gewiahrleistet.’
Festkorpergestiitzte Lipidmembranen vereinen somit die thermodynamischen Eigenschaften
vesikuldrer Systeme mit dem Vorteil der Zugénglichkeit fiir oberflichenanalytische
Methoden.

Die Darstellung von festkorpergestiitzten Lipidmembranen erfolgt in den meisten Féllen
durch Ubertrag eines Langmuir-Blodgett - Films oder durch Adhidsion und Spreiten von
Vesikeln auf der Oberfliche. Dabei ist das Ziel die Bedeckung der gesamten Substratfldche
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mit einem mdoglichst defektfreien Lipidbilayer, um sie flir integrale Untersuchungsmethoden
nutzbar zu machen. Durch die Kombination von herkdmmlichen oberflichenanalytischen
Methoden, wie SPR und Ellipsometrie, mit optischen Mikroskopen oder durch die
Anwendung hoch auflosender Rastersondenmikroskope stehen jedoch Techniken zur
Verfligung, die nur noch kleine Probenflichen bendtigen.

Die Entwicklung mikrostrukturierter festkorpergestiitzter Lipidmembranen vereinte
die Vorteile der Messmethoden mit der Moglichkeit auf einer einzelnen Probe mehrere
individuell ~adressierbare Lipidkompartimente zu erzeugen. Dadurch konnte die
Voraussetzung zur Entwicklung von Biosensoren fiir analytische Anwendungen,
kombinatorische Bibliotheken und pharmakologisches screening geschatfen werden, die
kleine Probenvolumina, eine hohe Durchsatzgeschwindigkeit und die Mboglichkeit fiir
parallele Kontrollmessungen fordern.

Die Moglichkeiten zur Priparation mikrostrukturierter festkdrpergestiitzter
Lipidmembranen sind vielfdltig und jede der Methoden besitzt Vor- und Nachteile.
Microcontact printing (uCP) und micromolding in capillaries (MIMIC) basieren auf

719 1 beiden Fillen wird eine Struktur durch

softlithographischen Methoden nach Whitesides.
Softlithographie auf eine PDMS (Polydimethylsiloxan)-Form {ibertragen. Diese wird dann

entweder als Stempel (WCP) oder als mikrofluides Netzwerk (MIMIC) genutzt.

Vesikel-

Oxidized PDMS Suspension [

Oxidized PDMS [ - Subsirat

[ Glass ]

v

& m o m o
|_ Glass |

PDMS-Form )

Kapillar-Strémung

% %

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Priparation mikrostrukturierter Lipidmembranen
auf einem Substrat durch microcontact printing (A)"" und micromolding in capillaries (B).
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Beim microcontact printing wird die Stempeloberfliche in dem zu strukturierenden Material
inkubiert und anschlieBend auf das Substrat gedriickt. Ein Materialiibertrag erfolgt nur an den
Stellen, an denen direkter Kontakt hergestellt wird, so dass die Struktur des Stempels direkt
auf das Substrat iibertragen wird. Eine andere Mdglichkeit ist die Erzeugung einer
unstrukturierten Lipidmembran, die dann durch das Aufsetzen eines Stempels kontrolliert
zerstort wird. Statt PDMS konnen auch Hydrogele verwendet werden. Diese besitzen eine
sehr grole Aufnahmefdhigkeit, so dass bei der Verwendung von Stempeln aus Agarose-Gel
aus 1 pL Vesikelsuspension mehr als 100 Kopien eines Membran-Arrays erzeugt werden
konnen.'” Die damit erzeugten Strukturen sind mit etwa 200 pm deutlich groBer als die der
PDMS-Stempel, mit denen Strukturen, die kleiner als 1 pum sind, hergestellt werden
konnen.”'” Allerdings ist bei keiner der Varianten des microcontact printing die individuelle
Adressierbarkeit der Lipidkompartimente gegeben. Anders ist dies beim micromolding in
capillaries. Hier wird durch Softlithographie die inverse Struktur in einer PDMS-Form
erzeugt, und durch den Kontakt der Form mit dem Substrat wird ein mikrofluides Netzwerk
erzeugt. Dies kann aus mehreren getrennten, einzeln befiillbaren Kapillaren bestehen. Die
Zugabe von unterschiedlichen Vesikelsuspensionen fiihrt nach Adhérieren und Spreiten der
Vesikel auf dem Substrat zu mikrostrukturierten Lipidmembranen. Diese Methode benotigt
extrem kleine Volumina (< 0.3 puL) und ist unter anderem auf Glas, Gold, Glimmer und

Siliziumdioxid durchfiihrbar.'* '

4—— QUARTZ TEMPLATE
g | I <4— CHROME LAYER
AQUEQUS PHASE

Eine andere Methode st die direkte
. . o . . . 4 SUPPORTED LIPID BILAYER
Strukturierung eines Lipidbilayers durch teilweise sssssssccsscsas
4— HYDRATION LAYER

. - sussTrate
Die

Belichtung mit kurzwelligem UV-Licht.
l UV (184-257 nm)

unstrukturierte Membran auf Si/SiO, wird durch

eine Maske hindurch belichtet und das UV-Licht

fiihrt zur Entstehung von Ozon an der Oberfliche,

wodurch die Membran an diesen Stellen zerstort S

wird. Der unbelichtete Lipidbilayer bleibt auf dem l
Substrat zuriick und kann z. B. mit bildgebender ssss, K111
Ellipsometrie untersucht werden.'”'® 3 g R
I
Abbildung 1.2: Priparation

mikrostrukturierter Lipidmembranen
durch Belichtung mit UV-Licht."”



Einleitung 7

Lithographische Techniken werden auch eingesetzt, um strukturierte Barrieren aus Photolack
auf dem Substrat zu erzeugen. Dazu wird das Substrat mit Photolack beschichtet und
anschlieBend durch eine Maske hindurch belichtet. Bei Verwendung eines positiv-Photolacks
werden dann nur die belichteten Stellen durch den Entwickler entfernt und der
zuriickbleibende Photolack verhindert nach Zugabe einer Vesikelsuspension das Entstehen
einer Lipidmembran. Die Barrieren verhindern auch bei der Darstellung fluider

Lipidmembranen das Vermischen einzelner Lipidkompartimente (Abbildung 1.3 A)."

Bulk water
Lipids
A Photoresist
50 Membrane:
JZIJ %C)O&ég g!-j) Parylene

10 Al 7 Water layer [ Barmier

Silicon Substrate
Substrate

Abbildung 1.3: A) Strukturierte Lipidmembranen, getrennt durch eine Barriere aus Photolack."” B)
Darstellung barrierefreier strukturierter Lipidmembranen mit Hilfe der Polymer lift-off Technik.”’

Eine Weiterentwicklung dieser Methode besteht darin, zuerst eine Struktur aus mikrofluiden
Kanilen in eine Glas- oder Silizium-Oberfldche zu dtzen. Diese konnen dann entweder direkt
als strukturierte Oberfliche verwendet werden, oder man benutzt diese Kanédle um darin
wiederum strukturierte Membrankompartimente zu erzeugen. Dazu wird die Oberfliche
zuerst mit Parylen und anschlieBend mit einem Photolack beschichtet. Dann wird durch eine
Maske hindurch belichtet und der Photolack entwickelt. Das freiliegende Parylen kann dann
in einem Sauerstoffplasma entfernt werden. Der restliche Photolack wird abgeldst, so dass
eine strukturierte Oberfliche aus Parylen entsteht. Nach der Zugabe einer Vesikelsuspension
und Bildung einer Lipidmembran kann das restliche Parylen entfernt werden, so dass

Lipidkompartimente entstehen, die nicht durch Barrieren begrenzt sind (Abbildung 1.3 B).2**!
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Eine weitere interessante lithographische Technik beinhaltet die Verwendung von
polymerisierbaren Lipiden, die in Kohlenwasserstoffketten Diacetyl-Gruppen aufweisen.

‘ Nach der Belichtung durch eine
A Eiﬁvff?ﬁ.ﬁfﬁﬂf B }u:hP:].::::: won Photomaske mit UV-Licht sind die
o - polymerisierten ~ Lipidmembranen  in

organischen Losungsmitteln unléslich, so

dass die unpolymerisierten Lipide

Incorporation of selektiv entfernt werden konnen. In den

C  Monomer removal D fuid lipid bilayers ) .
i entstandenen Locher konnen dann durch

Vesikelspreiten Lipidmembranen erzeugt

werden.?>?

Abbildung 1.4: Erzeugung einer strukturierten
Membran aus polymerisierten Lipiden (A-C) und
anschlieBende Priiparation fluider
Lipidkompartimente (D).”

Die neueste Entwicklung zur Erzeugung frei stehender, individuell adressierbarer,
festkorpergestiitzter Lipidmembranen ist die Verwendung von kleinen Spitzen aus der
Rasterkraftmikroskopie zur dip-pen Nanolithographie (DPN). Dabei wird eine feine Spitze
in ein Reservoir aus Lipidmolekiilen getaucht, wodurch diese teilweise an der Spitze haften
bleiben. AnschlieBend wird die Spitze wie ein Stift iiber das Substrat gezogen und das
anhaftende Material iibertragen. Zur Herstellung von Lipidbilayern miissen dabei die

experimentellen =~ Parameter, wie  Luft-

e AFM tip
".\I:

feuchtigkeit und Geschwindigkeit, genau

geregelt werden. Durch die Verwendung vieler

paralleler Spitzen konnen so frei stehende

Molecular

Lipidstreifen  unterschiedlicher =~ Zusammen- (" wanspor

Writing direction
setzung mit einer Breite von 100 nm erzeugt iater rnur;lsuus..__‘_. %R}.{RRRRRRR
werden.”* e -

Abbildung 1.5: Prinzip der DPN. An der
SFM-Spitze anhaftende Molekiile werden
iiber einen Wassermeniskus auf die
Oberfliche iibertragen.”
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Strukturierte Lipidmembranen lassen sich auf viele verschiedene Weisen herstellen, wobei die
individuelle Adressierbarkeit nur bei der Verwendung von mikrofluiden Netzwerken und der
dip-pen - Methode gegeben ist. Dies ist aber fiir die Anwendung in der Biosensorik eine
wichtige Voraussetzung, um z. B. parallele Untersuchungen und Kontrollexperimente
durchfiihren zu konnen. Frei stehende Membranen sind relevant fiir Messungen, bei denen die
laterale Ausdehnung eines Bilayers von Interesse ist. Strukturierte Barrieren konnen
auBerdem die Verfiigbarkeit fiir analytische Methoden, wie Rastersondentechniken,
einschranken.

Viele Methoden sind in der beobachtbaren Gesamtfldche eingeschriankt, so sinkt z. B.
das Beobachtungsfeld eines Mikroskops mit zunehmender Vergroferung. Auch bei der
Rasterkraftmikroskopie ldsst sich ein grofBer Bildausschnitt nicht mit dem hohen lateralen
Auflosungsvermogen vereinen. Daher ist die Erzeugung moglichst kleiner Lipidstrukturen
von grofler Bedeutung. Gerade bei den lithographischen Methoden ist die Herstellung
hochauflosender Photomasken teuer und die Apparaturen fiir Belichtung und Entwicklung
aufwendig. Durch die explosiven Fortschritte in der Halbleiterindustrie ist es jedoch mdglich,
Strukturen mit Ausdehnungen im Nanometer-Bereich zu fertigen, die theoretisch auch fiir die
Darstellung von strukturierten Lipidmembranen verwendet werden konnen. Hier bietet die
dip-pen - Nanolithographie eine Alternative, die allerdings noch am Anfang ihrer

Entwicklung steht und nicht problemlos in einem beliebigen Labor reproduziert werden kann.

1.2 Dynamische Monte Carlo-Simulationen

Mit der schnell voranschreitenden Entwicklung der Computer und der groBen Verfiigbarkeit
schneller und billiger Prozessoren wurden Computersimulationen zu einer immer beliebteren
Methode zu Untersuchung zahlreicher Zusammenhédnge im Bereich der Biophysik. Monte
Carlo-Simulationen wurden eingesetzt um Oberflichenreaktionen zu studieren und
Zusammenhdnge zwischen mikroskopischen Reaktionsschritten und makroskopischen
Eigenschaften aufzukldren. Klassische Monte Carlo-Methoden behandelten zu Beginn
hauptsdchlich Gleichgewichtssysteme. Da sich jedoch viele der beobachtbaren Phdnomene
nicht im Gleichgewicht abspielen, wurde die Methode der dynamischen Monte Carlo-
Simulationen entwickelt, die das zeitabhingige Verhalten eines Systems simulieren.

Dynamische Monte Carlo-Methoden basieren auf einem stochastischen Modell des
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untersuchten Systems. Bei der Untersuchung von Adsorptionsprozessen auf Oberflichen
beinhaltet das Modell die Oberfliche, das Adsorbat und die mikroskopischen
Reaktionsschritte, die die Konfiguration der Oberfliche mit der Zeit &ndern. Das
zeitabhéngige Verhalten des Systems wird von den Raten der einzelnen Reaktionsschritte
bestimmt, die in der Simulation als Wahrscheinlichkeiten beriicksichtigt werden. Die
zeitabhéngige Oberflichenkonfiguration ist dann durch eine Master-Gleichung gegeben, die
die Entwicklung der Wahrscheinlichkeitsverteilung der Systemkonfigurationen mit der Zeit
beschreibt. Da dynamische Monte Carlo-Simulationen mit realen Zeitinkrementen arbeiten,
konnen experimentelle Resultate auf diese Weise reproduziert werden und erlauben die
Bestimmung makroskopischer Ratenkonstanten.

Bei der Entwicklung eines Modells fiir die Adsorption von Proteinen auf
Lipidmembranen stellt die Vielzahl der freien Parameter des Systems ein grof3es Problem dar.
Dazu zdhlen unter anderem der Transport der Proteine zur Oberfliche sowie die
Oberflachenbeschaffenheit. Wéhrend der Transport in laminaren Strémungen in Abhingigkeit
von der Geometrie der Messzelle recht gut beschrieben werden kann (z. B. als perfect sink
oder Staupunktgeometrie), ist eine genaue Beschreibung einer Membranoberfldche durch eine
mogliche Existenz unterschiedlicher Bindungsplétze schwierig. Auflerdem konnen Proteine
nur in einfachen Fillen durch harte, nicht miteinander wechselwirkende Kugeln beschrieben
werden. Viele globulare Proteine besitzen eine ellipsoidale Form und konnen daher in
unterschiedlichen Orientierungen auf der Oberfliche adsorbieren und gegebenenfalls ihre
Orientierung nach der Adsorption #ndern oder sogar denaturieren.’® Laterale
Wechselwirkungen zwischen Proteinen konnen im Extremfall zur Bildung von
zweidimensionalen  Kristallen  fiihren.””  Auf diese  Effekte hat auch die
Pufferzusammensetzung einen grofen Einfluss, so dass auch diese bei der Modellierung
gegebenenfalls beriicksichtigt werden muss. Die Proteinadsorption kann auflerdem reversibel
oder irreversibel erfolgen, in manchen Féllen ist jedoch eine eindeutige Zuordnung nicht
moglich, so dass eine Kombination beider Prozesse notig ist.”®

Als Basis fiir die Modellierung der Proteinadsorption auf Lipidmembranen wird hiufig
die zufillige sequentielle Adsorption (RSA = random sequential adsorption), die zur
Beschreibung der Adsorption sphirischer Partikel entwickelt wurde.”’”° Die sequentielle
Adsorption von Proteinen auf zufdlligen Positionen auf der Oberfliache fiihrt zur Bildung
kleiner Liicken, die zu klein fiir weitere adsorbierende Partikel sind. Mit zunchmender
Belegung dauert es auch zunehmend ldnger eine Stelle zu finden, die grofl genug fiir ein

adsorbierendes Molekiil ist. Dies ist die zweidimensionale Entsprechung des
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eindimensionalen parking lot - Problems und im Gegensatz dazu nicht analytisch losbar. Es
existieren jedoch Naherungslésungen fiir reversible und irreversible Adsorptionsprozesse.”'
Zahlreiche Veroffentlichungen befassen sich mit der Erweiterung der RSA auf kooperative
Prozesse und die Adsorption von Mischungen, nicht-sphirischen oder deformierbaren

Partikeln auf homogenen und heterogenen Oberflichen.**>?

1.3 Annexine

Die Gruppe der Annexine umfasst eine Vielzahl peripherer Membranproteine, die in nahezu
allen Lebewesen vorkommen. Eine charakteristische Eigenschaft der Annexine ist die
Bindung an negativ geladene Phospholipide unter Vermittlung von Ca**-Ionen. Die Calcium-
und Membranbindungsstellen sind in einer strukturell hochkonservierten C-terminalen
Domiine lokalisiert, die fiir die Ahnlichkeit der biochemischen Eigenschaften der Annexine
verantwortlich ist. Eine einheitliche Nomenklatur der Annexine wurde 1990 von Crumpton
und Dedman vorgeschlagen, die den Begriff vom griechischen Wort ,,annex* fiir ,,verbinden*
oder ,,zusammenbringen® ableiteten, da die Annexine die Eigenschaft besitzen, Membranen
zu binden und teilweise zu verkniipfen.’® Uber die genaue Funktion der Annexine ist bisher
wenig bekannt, ihnen werden aber die Beteiligung an verschiedenen membrandynamischen
Prozessen, wie der Regulation der Membranorganisation und des Membrantransports, an
endo- und exozytotischen Prozessen, an der Membran/Zytoskelett-Verkniipfung und an der

3739 In den meisten Zellarten

Regulation von lonenstromen {iber Membranen, zugeschrieben.
wird mehr als ein Annexintyp exprimiert, was trotz der strukturellen Ahnlichkeit auf
unterschiedliche Funktionen schlieBen ldsst. Die in Vertebraten (Wirbeltiere) vorkommende
Annexine werden mit dem Buchstaben A gekennzeichnet und besitzen Molmassen von
30 - 40 kDa. Bisher wurden zwolf Annexine (Al bis A11 und A13) in Vertebraten und mehr
als 160 Annexine in Invertebraten, Pilzen, Schwidmmen und Pflanzen gefunden.

Die in Abbildung 1.6 dargestellte Kristallstruktur von Annexin Al in Gegenwart von
100 mM Calciumacetat zeigt die vier Subdominen, die aus je fiinf o-Helices bestehen und
sich zu einer gekrimmten Scheibe anordnen. Die als gelbe Kugeln dargestellten Calcium-

Bindungsstellen befinden sich an der konvexen Seite des Molekiils, der N-Terminus schlief3t

sich an die &uBere Subdomidne an der konkaven Seite an. Annexin Al besitzt acht
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Ca*"-Bindungsstellen, die unterschiedliche Koordinationen und Ca®"-Affinititen aufweisen.

Bei niedrigeren Calciumkonzentrationen sind daher nicht alle Bindungsstellen besetzt.***!

Abbildung 1.6: Kristallstruktur von Annexin Al in Gegenwart von 100 mM Calciumacetat. Die
Ca*"-Ionen sind als gelbe Kugeln dargestellt. Die vier Subdomiinen sind in unterschiedlichen Farben
dargestellt. Der N-Terminus, der sich an der unteren Seite anschliefit konnte nicht eindeutig
lokalisiert werden und ist daher nicht dargestellt."

Eine Besonderheit der Annexine ist die vergleichsweise geringe Ca’'-Affinitit in
Abwesenheit von Phospholipiden. Fiir die Dissoziationskonstante findet man Werte von

K, =25-1000 uM . Allerdings steigt die Affinitit in Gegenwart von Phospholipiden um

etwa den Faktor 100, was bedeutet, dass alle drei Komponenten - Protein, Ca”**-Tonen und
Phospholipide - an der Komplexbildung beteiligt sind.*

Wiéhrend Annexin Al vorwiegend als Monomer vorliegt, wird das monomere
Annexin A2 nur selten gefunden. Héufiger ist die Bildung eines Heterotetramers, das aus
zweil Annexin A2 Monomeren und einem pll - Dimer besteht und als Annexin A2t
bezeichnet wird. Der Proteinligand p11 gehoért zur Familie der S100-Proteine (SI00A10).
Dies sind relativ kleine, saure, Ca’’-bindende Proteine mit einer Molmasse von 9 - 12 kDa,
die bisher ausschlielich in Wirbeltieren gefunden wurden. Der Proteinligand p11 dimerisiert
iiber hydrophobe Wechselwirkungen und bindet an den N-Terminus von Annexin A2. Im
Annexin A2t werden somit zwei Annexin A2 Monomere durch ein p11 - Dimer verkniipft.

Eine weitere Eigenschaft bestimmter Annexine ist die Féhigkeit, Membranen zu
aggregieren. Der genaue Mechanismus ist noch nicht vollstindig aufgeklart. Fiir Annexin A1l
werden sowohl hydrophobe Wechselwirkungen des N-Terminus mit der Lipidmembran als
auch die Bildung von Dimeren und Oligomeren diskutiert.*** Im Falle des Annexin A2t

weisen aktuelle Studien auf die Bildung eines Heterooktamers hin,***

Diese Fihigkeit zur
Membranaggregation ldsst auf eine Beteiligung der Annexine bei der Zell-Zell-Adhision

schlieBen.*?
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Abbildung 1.7: Modelle des Annexin A2/p11 - Komplexes. A) Heterotetramer. B) Heterooktamer.
Die Annexin A2 - Untereinheiten sind in blau und griin dargestellt, die p11 - Molekiile in rot.**

Quantitative Untersuchungen zur Annexin-Membran-Wechselwirkung wurden anfangs
hauptsichlich mit Hilfe von Vesikelpelletierungsassays durchgefiihrt.*’ Allerdings ist diese
Methode aufgrund der membranaggregierenden Eigenschaften vieler Annexine nur bedingt
nutzbar. Kinetische Untersuchungen der Wechselwirkung von Annexin Al und A2t mit
Membranen wurden daher hauptséchlich auf festkorpergestiitzten Bilayern mit Hilfe der

Quarzmikrowaagetechnik durchgefiihrt.**!

1.4 Zielstellung der Arbeit

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte das Bindungsverhalten von Annexin Al und
Annexin A2t an festkorperunterstiitzte Lipidmembranen aus POPC und POPS untersucht
werden. Dabei waren sowohl die Abhéngigkeit von der Membranzusammensetzung, von der
Calciumkonzentration und von der Inkubationszeit von Interesse. Aus der Kombination von
Fluoreszenzaufnahmen, Quarzmikrowaage-Messungen und rasterkraftmikroskopischen
Aufnahmen sollte ein Bindungsmodell entwickelt werden, das als Basis fiir die Durchfiihrung
dynamischer Monte Carlo-Simulationen dienen sollte. Durch die Anpassung der

Computersimulationen an die experimentellen Daten sollten Erkenntnisse {iber die
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calciumabhédngige Membranstruktur sowie die kinetischen Konstanten der Bindung auf Basis
eines zweidimensionalen RSA-Modells gewonnen werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Methode der bildgebenden Ellipsometrie in
Kombination mit der Préparation individuell adressierbarer, frei stehender,
festkorperunterstiitzter Lipidmembranen dazu verwendet werden, das Verhalten der
Lipidmembranen beim thermotropen Phaseniibergang zu untersuchen. Dabei sollten
verschiedene Lipide sowie der Einfluss von Cholesterol analysiert werden und die Bildung
einer interdigitierten Phase durch Zugabe von Ethanol nachgewiesen werden. Ziel war es, den

Einfluss des Substrats im Vergleich mit Ergebnissen an vesikuldren Systemen zu untersuchen.
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2 Messmethoden

2.1 Ellipsometrie

Die Methode der Ellipsometrie basiert auf der Anderung des Polarisationszustandes von
monochromatischem Licht nach Reflektion an einer Oberfliche. Durch die Messung dieser
Anderung lassen sich Aussagen iiber die optischen Eigenschaften der reflektierenden
Oberflache treffen. Im Jahre 1945 wurde der Begriff der Ellipsometrie erstmals von
Alexandre Rothen im Zusammenhang mit der Bestimmung von Schichtdicken diinner Filme
eingefiihrt.”* Das optische Prinzip war jedoch schon seit dem spiten 19. Jahrhundert bekannt
und ein Gerdt mit dhnlichem Aufbau wurde unter anderem von Paul Drude 1901
beschrieben.”* Anders als bei einem herkommlichen Lichtmikroskop wird alleine die
Anderung des Polarisationszustandes untersucht, das vertikale Aufldsungsvermdgen ist daher
nicht durch die Wellenlidnge beschrankt und liegt bei modernen Geréten unterhalb von 1 nm.
Proben konnen im Vakuum, an Luft und in Fliissigkeiten vermessen werden und es kann ein
sehr groBer Temperaturbereich (-269 - 1000 °C) abgedeckt werden.”” AuBerdem ist kein
Marker, wie bei der Fluoreszenzmikroskopie, notwendig und es tritt kein mechanischer
Kontakt mit der Probe, wie bei der Rasterkraftmikroskopie, auf. Mit der Ellipsometrie lassen
sich Schichtdicken im subatomaren Bereich messen, z. B. die Adsorption von Gasen auf
Metalloberflichen.”® In der Biophysik wird die Ellipsometrie unter anderem zur
Untersuchung der Proteinadsorption auf funktionalisierten Oberflachen und zur Bestimmung
von optischen Eigenschaften, wie Brechungsindex und Anisotropie, von Lipidmembranen

eingesetzt.”
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2.1.1 Optische Grundlagen

2.1.1.1 Die Polarisation von Licht

Licht ist eine sich rdumlich ausbreitende elektromagnetische Welle, die mathematisch durch
Kombination eines elektrischen und eines magnetischen Feldvektors beschrieben werden
kann. Beide Feldvektoren stehen immer senkrecht zueinander und senkrecht zur
Ausbreitungsrichtung des Lichts, es ist also eine Transversalwelle. Die folgenden
Betrachtungen beziehen sich ausschlieBlich auf den elektrischen Feldvektor, da die
elektrischen Wechselwirkungen zwischen Licht und Materie etwa tausend Mal stérker sind

als die magnetischen. Das elektrische Feld kann allgemein beschrieben werden durch:
E=E,-sin(wt—kx+9) (2.1)

mit dem elektrischen Feldvektor E, der Amplitude E,, der Kreisfrequenz w=27xf, dem
Wellenvektor kzz% und einer Phasenverschiebung o. Im Allgemeinen emittieren

Lichtquellen unpolarisiertes Licht bestehend aus sehr vielen iiberlagerten Wellenziigen, deren
Schwingungsebenen statistisch verteilt sind. Unter polarisiertem Licht hingegen versteht man
eine Welle mit einer bestimmten Schwingungsebene. Durch die Uberlagerung zweier
senkrecht zueinander polarisierten Teilstrahlen mit gleicher Wellenldnge ldsst sich ein

beliebiger Polarisationszustand beschreiben. Die Wellengleichungen lauten dann

E =E, sin(ar) (2.2)
E, =E, -sin(wt+9) (2.3)

mit den elektrischen Feldvektoren senkrecht (£;) und parallel (£,) zu einer festen Hilfsebene
im Raum. Die Phasenverschiebung o zwischen den beiden Teilstrahlen spielt in der
Ellipsometrie eine wichtige Rolle. Die Superposition zweier Teilstrahlen, die eine
Phasenverschiebung ungleich null besitzen, resultiert im Allgemeinen in einem elliptisch

rotierenden E-Vektor.
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Die Linearkombination von Gleichung (2.2) und (2.3) lésst sich nach Elimination der Zeit in

die allgemeine Ellipsengleichung umformen:

E E s0—p0

s0 pO

2 2
E EE
(ESJ +(_Pj —2—" cosd=sin’J. (2.4)

Aus der Messung der Elliptizitdt der Polarisation ldsst sich damit auf die Phasenverschiebung
zwischen den beiden Teilstrahlen schlieBen. Die Messung der Elliptizitit ist aulerdem sehr
einfach, indem man mit einem rotierenden Analysator die Intensitit des transmittierten Lichts
als Funktion der Analysatorstellung bestimmt und gab daher der Methode der Ellipsometrie

ihren Namen.

Es gibt zwei Spezialfille:
1. Lineare Polarisation: Licht, dessen elektrischer Feldvektor nur in einer Ebene
schwingt, bezeichnet man als linear polarisiertes Licht. Dies tritt auf, wenn E; und E,

eine Phasenverschiebung von 6 = N-7 mit N =0, 1, 2, ... aufweisen.
2. Zirkulare Polarisation: Besitzen beide Teilstrahlen die gleiche Amplitude

(2N +1)

(Eso = Epo) und eine Phasenverschiebung von J = -7 mit N=0,1,2, ..., so

beschreibt der resultierende Feldvektor eine Kreisbahn mit dem Radius r=E, = E .

Fiir alle anderen Fille erhélt man elliptisch polarisiertes Licht.

2.1.1.2 Wechselwirkung von Licht und Materie

Die Wechselwirkung zwischen einem Lichtstrahl und einem Medium wird durch dessen

optische Eigenschaften bestimmt. Diese lassen sich durch den komplexen Brechungsindex
n =n+ik (2.5)

beschreiben. Dabei ist n der (klassische) Brechungsindex und & der Extinktionskoeffizient.

Der Brechungsindex 7 ist definiert iiber die Geschwindigkeit des Lichts in dem betreffenden

Medium. Fir Vakuum gilt dabei n=1, so dass allgemein n= % mit der
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Lichtgeschwindigkeit ¢ im Vakuum und der Lichtgeschwindigkeit v im Medium gilt. Der

Extinktionskoeffizient beschreibt die absorbierenden Eigenschaften eines Materials. Es gilt:

PZIVR 2.6)

47

mit der Wellenldnge des Lichts in dem betreffenden Medium Ay und dem
Absorptionskoeffizient . Dieser ist definiert iiber die Lichtintensitdt /(z) nach einer im
Medium zuriickgelegten Wegstrecke z im Verhiltnis zur Lichtintensitidt an der Grenzflache

des Mediums /:
I(z) =1, -exp(—az). 2.7)

Trifft ein Lichtstrahl auf die Grenzfliche zwischen zwei Medien, so wird ein Teil des
Lichtstrahls reflektiert und ein anderer Teil gebrochen (Abbildung 2.1). Fiir die Reflektion
gilt, dass der Einfallswinkel (¢;) gleich dem Ausfallswinkel ist. Fiir das Verhiltnis zwischen
dem Einfallswinkel und dem Winkel (¢,) nach der Brechung an der Grenzfldche hingegen gilt

das Snellius’sche Gesetz:

n -sing, =n; -sing, (2.8)
o | o "
m
P>

Abbildung 2.1: Reflektion und Brechung eines Lichtstrahls an einer Grenzfliiche.

Der Brechungsindex weist zusétzlich eine Wellenldngenabhéngigkeit auf. Nidherungsweise

kann dies durch die Cauchy-Gleichung beschrieben werden. Danach gilt:

n(ﬂ):nl+&+—3+... (2.9)
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mit den Cauchy-Koeffizienten n;, n, und n3;. Analog kann dies fiir den

Extinktionskoeffizienten & formuliert werden.

2.1.1.3 Reflektion und Brechung von polarisiertem Licht

Beim Auftreffen eines Lichtstrahls auf die Grenzflache zwischen zwei Medien werden sowohl
der reflektierte als auch der gebrochene Lichtstrahl teilpolarisiert. Fiir eine anschauliche
Betrachtung ist es daher sinnvoll, den einfallenden Lichtstrahl in zwei Teilwellen zu zerlegen,
deren elektrische Feldvektoren senkrecht (£;) und parallel (£,) zur Einfallsebene liegen. Diese
Einfallsebene wird, wie in Abbildung 2.2 dargestellt, von der Ausbreitungsrichtung des Lichts
und der Grenzflachennormalen aufgespannt. Die Amplitudenverhéltinsse der reflektierten und
einfallenden Teilwellen werden als Fresnel-Koeffizienten 7° und 7* bezeichnet. Sie lassen sich

durch die Fresnelschen Gleichungen beschreiben:™

s _ 1 COSQ —n,COsQ,

n, cos @, +n, cos @, 2.10)

o _ 12 COS@ —m COs @,

* *
1, COS @, +n, Cos @,

Werden die Amplituden des einfallenden Lichtstrahls E =FE =1 gesetzt, geben die

Fresnelkoeffizienten direkt die Amplituden der reflektierten Teilwellen an.

Surface
Plane of Normal
incidence

Ep

E;

Reflecting
SU”B>(—' 7

Abbildung 2.2: Reflektion an einer Oberfliche, Definition der Einfallsebene und der elektrischen
Feldvektoren E und E,.”

Die entsprechenden Intensitéten, oder auch Reflektivititen, der Wellen senkrecht (RS) und

2 2 :
ry| und R® = ‘rlg‘ . R® durchluft in

parallel (R") zur Einfallsebene sind gegeben durch R® =
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Abhingigkeit vom Einfallswinkel ein Minimum, den so genannten Brewsterwinkel. Fiir
nichtadsorbierende Materialien gilt zusétzlich R” =0, d. h. parallel zur Einfallsebene
polarisiertes Licht wird durch die Reflektion komplett ausgeldscht (Abbildung 2.3 A). Dieser

Effekt wird in der Brewsterwinkel-Mikroskopie verwendet.

1.0
0.8 ¢ "
c 064 $'
S R
§ Polarizing angle / .
B 04 d :
@ P,
0.2 _._// Rn .
——————
A — _/ ny
0.0 T T T T T 5 Ty ¥y v (p
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 d
Angle of Incidence (°)

Abbildung 2.3: A) Die Reflektivititen R” und R’ als Funktion des Einfallswinkels fiir ein
transparentes Material mit n, = 2.0.” B) Reflektion und Lichtbrechung an einem Substrat (3) mit
einem diinnen Film (2) mit Schichtdicke d.

Die in der Ellipsometrie untersuchten Proben bestehen im Allgemeinen aus einem diinnen
transparenten Film auf einer stark reflektierenden Oberflidche (Abbildung 2.3 B). Die Fresnel-
Koeffizienten sind dann gegeben durch:

s _ hh 15 exp(=i2f)

123 —

und 70, = T2+ EXPCE2H) 2.11)
1415 - 13, exp(=i23) 141D exp(-i2 5)

mit der optischen Wegldnge £ (unter Vernachldssigung von Vielfachreflektionen):
d .
,6’:2ﬂ-z-n2cosg02. (2.12)
Dabei ist d die Schichtdicke des untersuchten Films (2). Fiir die Reflektivititen gilt dann:

R =[] und R” =2, [". (2.13)

S
hx
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2.1.2 Die ellipsometrischen Grundgleichungen

In der Ellipsometrie betrachtet man im Allgemeinen nicht die einzelnen Reflektivititen,
sondern deren Quotient. Dadurch eliminiert man die Abhdngigkeit von der Intensitdt der

einfallenden Welle. Die fundamentale Gleichung der Ellipsometrie lautet dann:

p

/0=%=tan‘l’-eiA (2.14)

Delta (A) und Psi () sind die beiden ellipsometrischen Winkel. Delta bezeichnet die
Anderung der Phasendifferenz zwischen den beiden Teilwellen vor und nach der Reflektion
an der Oberflache:

A=06,-9,. (2.15)

Psi ist ein MaB fiir die Anderung der Amplituden der reflektierten Teilwellen im Verhltnis zu

den einfallenden Teilwellen:

tan'¥ =—. (2.16)

Die Definition der beiden ellipsometrischen Winkel hat hauptséchlich historische Griinde. Die
ersten entwickelten Gerdte waren so genannte ,,Null-Ellipsometer, d. h. die Intensitit wurde
durch die Drehung zweier Polarisatoren vor und nach der Reflektion an der Probe minimiert.
Die beiden Winkel Delta und Psi lassen sich dann direkt aus der Stellung der Polarisatoren bei

minimaler Intensitit ablesen.

2.1.3 Bildgebende Ellipsometrie

Wie bereits erwéhnt, besitzen herkommliche Ellipsometer ein vertikales Auflosungsvermdgen
im Subnanometer-Bereich. Allerdings wird das laterale Auflosungsvermogen dadurch
beschriankt, dass im Detektor das Signal des kompletten Laserstrahls erfasst wird. Das
ankommende Signal gibt somit einen Mittelwert der vom Laserstrahl ausgeleuchteten Flache

mit. Der Durchmesser eines Laserstrahls betrdgt etwa 0.3 — 1 mm. Man erhélt also ein
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gemitteltes Signal iiber eine relativ grole Fliche und es ist nicht moglich, z. B. Mikro-
heterogenitédten oder mikrostrukturierte Oberflichen zu untersuchen.

Eine Verbesserung des lateralen Auflosungsvermogens kann durch die Verwendung
einer CCD-Kamera als Detektor in Verbindung mit einem Objektiv im reflektierten
Strahlengang erzielt werden. Mit Hilfe einer geeigneten Software ist es dann moglich,
einzelne Regionen im Bildausschnitt zu definieren und getrennt zu untersuchen. Das
Auflosungsvermogen ist dann nur noch durch die CCD-Kamera und, wie bei einem optischen
Mikroskop, durch die numerische Apertur des Objektivs und die Wellenldnge des

verwendeten Lasers beschrinkt.

2.1.4 Aufbau

Im Folgenden wird der Aufbau des verwendeten Null-Ellipsometers EP’-SW der Firma
Nanofilm (Nanofilm Technologie, Gottingen) beschrieben. Zuvor soll jedoch kurz die
allgemeine Konzeption eines Ellipsometers und die Funktionsweise der einzelnen optischen

Komponenten behandelt werden.

Photomultiplier
conceptual

Wave Plate

Abbildung 2.4: Schematischer Aufbau eines konzeptionellen Ellipsometers mit dem Kompensator im
Strahlengang nach der Reflektion an der Probenoberfliche.”

Der schematische Aufbau eines Ellipsometers ist in Abbildung 2.4 gezeigt. Als Lichtquelle
wird eine monochromatische Lichtquelle, im Allgemeinen ein Laser oder eine Xenonlampe
mit monochromatischen Filtern, verwendet. Das von der Lichtquelle ausgestrahlte
unpolarisierte Licht wird dann durch einen Polarisator linear polarisiert und unter einem
festen Winkel auf die Probe eingestrahlt. Durch die Reflektion an der Substratoberflache
andert sich wie oben gezeigt der Polarisationszustand des Lichts, so dass man im Allgemeinen

elliptisch polarisiertes Licht erhdlt. Der Kompensator erzeugt daraus wieder linear
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polarisiertes Licht. Er besteht aus einem doppelbrechendem Material, d. h. die
Geschwindigkeit der Lichtwelle hdngt von ihrer Orientierung ab. Diese Materialien besitzen
eine schnelle und eine langsame Achse, die senkrecht zueinander und zur
Ausbreitungsrichtung des Lichts stehen. Der Anteil des Lichts, dessen elektrischer Feldvektor
in Richtung der schnellen Achse liegt, bewegt sich daher schneller durch den Kompensator
als der Anteil, dessen elektrischer Feldvektor sich in der langsamen Achse befindet. Dadurch

wird zwischen diesen beiden Teilwellen eine Phasendifferenz erzeugt, dessen Wert von der

Dicke des Kompensators abhéngig ist. Im Allgemeinen betrigt sie 7 o d. h. ein Viertel der

Wellenldnge (daher im Englischen quarterwave plate). Der reflektierte Lichtstrahl wird durch
Drehung des Kompensators linear polarisiert und anschlieBend durch einen weiteren
Polarisator, zur Unterscheidung oft Analysator genannt, ausgeblendet.” Als Detektor dient
ein Photomultiplier.

In modernen Geriten wird ein leicht verdnderter Aufbau, der in Abbildung 2.5
dargestellt ist, verwendet. Dabei wird der Kompensator direkt hinter dem Polarisator
positioniert. Die Elliptizitit des eingestrahlten Lichtstrahls wird so eingestellt, dass man durch
die Anderung des Polarisationszustandes bei der Reflektion linear polarisiertes Licht erhilt.
Ublicherweise wird dies durch die Drehung des Polarisators bei festem Kompensator-Winkel

erreicht.

Photomultiplier

actual

Polarizer

Quarter Analyzer

Wave Plate

Abbildung 2.5: Schematischer Aufbau eines modernen Ellipsometers mit dem Kompensator im
Strahlengang vor der Reflektion und rotierendem Polarisator und Analysator.™

Der reflektierte, linear polarisierte Lichtstrahl wird dann wiederum vom Analysator
minimiert. Bei diesem Aufbau gibt es eine mehrere Moglichkeiten, durch Drehung der
optischen Komponenten ein Intensititsminimum zu finden. Ublicherweise wird dies auf zwei

oder vier so genannte Zonen reduziert.
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Fiir das verwendete Ellipsometer (EP’, Nanofilm Technologie) gilt:

Zone 1: —45°< P <135°, 0°<A, <90° K=45°
Zone 2: —135°<P, <45° -90°<A, <90°, K=45°
Zone 3: 45° <P, <-135° 0°<A,<90°, K=-45°
Zone 4: -135°<P, <135° -90°<A,<0° K=-45°

Fiir die ellipsometrischen Winkel Delta und Psi gelten dann:

A =270°-2.P, W =A,
A,=90-2-P,, W¥,=-A,
A, =90°+2-P, W, =A,

A,=270°+2-P,, W,=-A,.

Delta und Psi konnen durch eine Messung in einer einzelnen der vier Zonen bestimmt
werden. Durch Bestimmung des Mittelwerts aus den Messungen in allen vier Zonen erhilt

man jedoch eine groflere Genauigkeit.

2.1.5 Erstellen der ortsaufgelosten Schichtdickeninformation

Mit Hilfe des EP’-Ellipsometers ist es moglich, im Bildausschnitt nicht nur mehrere Regionen
unterschiedlicher Grofe zu definieren und zu vermessen, sondern auch im gesamten Bereich
ortsaufgelost die Schichtdicke zu bestimmen. Man besitzt die Moglichkeit so genannte
»Maps“ zu erstellen, diese konnen die ortsaufgeloste Information der ellipsometrischen
Winkel Delta oder Psi enthalten und in Informationen einer Schichtdicke umgerechnet

werden.
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Abbildung 2.6: Schematischer Aufbau des bildgebenden Ellipsometers EP*-SW der Firma Nanofilm.

Fiir den Fall, dass eine strukturierte Oberfldche vorliegt, d. h. auf der Probe befinden sich
Bereiche unterschiedlicher Schichtdicke oder mehrere Materialien mit unterschiedlichen
Brechungsindizes, so ist die Bedingung fiir minimale Intensitit in diesen Bereichen ebenfalls
unterschiedlich. Stellt man die Intensitdt fiir einen Bereich auf Null, so erscheinen Bereiche
mit einer anderen Schichtdicke heller. Aus dem Bild der CCD-Kamera ldsst sich daher eine
Verianderung der Schichtdicke durch unterschiedliche Intensititen unterscheiden. Um nun
z. B. eine ,,Delta-Map* zu erstellen, werden nun bei unterschiedlichen Polarisatorstellungen
Kontrastbilder aufgenommen. Dies ist in Abbildung 2.7 anhand einer mikrostrukturierten
Oberfliche dargestellt. In einem Schachbrett-Muster wurde eine BSA-Schicht auf eine
Si/Si0,-Oberfliache iibertragen. Der Hohenunterschied zwischen dem Substrat und dem
Proteinlayer betrigt etwa 3 nm. Aus der Uberlagerung dieser Kontrastbilder ldsst sich
anschlieBend der ellipsometrische Winkel Delta fiir jeden Pixel berechnen. Voraussetzung
dafiir ist natiirlich, dass der Polarisator wihrend der Messung einmal das Minimum fiir den
entsprechenden Punkt durchschreitet. Aulerdem sollte sich der Analysator moglichst nah an
seiner Minimumposition befinden. Fiir die Aufnahme einer ,,Psi-Map* wird entsprechend die
Analysatorstellung variiert. Besitzt man dann die Delta- und Psi-Information fiir jeden Punkt
auf der Oberflache, so kann daraus die Schichtdicke berechnet werden. Bei diinnen Filmen ist
die Abhéngigkeit von Psi von der Schichtdicke sehr gering. Es geniigt daher, die Schichtdicke
nur aus der Delta-Information zu berechnen. Die Genauigkeit der Schichtdicken-Messung
wird nur wenig beeintrichtigt, man spart aber viel Zeit und Rechenleistung. Die erreichte

Ortsauflosung betrigt bei dem verwendeten 20x Objektiv etwa 1 um.
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P=43° P=44° P=45° P=46°

P=47° P=48° P=49° P=50°

e
550

" : B
P=51° P=52° P

Abbildung 2.7: Graustufen-Kontrastbilder einer mikrostrukturierten BSA-Schicht auf Si/SiO, bei
schrittweiser Anderung des Polarisatorwinkels von 43 ° auf 53 °. Das Muster wird durch den
Nulldurchgang des Polarisators invertiert. Eine hellere Fliche bedeutet somit im Allgemeinen nicht
eine hohere Schichtdicke.

2.1.6 Optische Modelle

In diesem Abschnitt werden die verwendeten optischen Modelle mit den entsprechenden
Brechungsindizes vorgestellt. Ein Grofteil der ellipsometrischen Messungen wurde auf einem
Siliziumsubstrat durchgefiihrt, dessen Oberfliche chemisch oxidiert wurde (Abbildung 2.8).
Auf dieser Siliziumdioxid-Schicht wurde dann eine Lipidmembran erzeugt und
gegebenenfalls Protein angebunden. Als umgebendes Medium wurde ein wissriger Puffer (20
mM Tris/HCI, 0.1 M NaCl, 1 mM NaNj, eventuell 1 mM DTT maximal 1 mM CaCl,) oder

eine Puffer/Ethanol-Mischung (cgion = 160 mg/mL) verwendet.
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Abbildung 2.8: Schematischer Aufbau einer Ellipsometer-Probe. Auf das Substrat adsorbierte
Lipidmembran und Protein werden als diinne Filme modelliert.

Fiir einige Messungen wurden speziell modifizierte Glastrdger, so genannte Optislides, der
Firma Nanofilm verwendet. Deren Aufbau ist in Abbildung 2.9 dargestellt. In Tabelle 1 sind
die verwendeten Brechungindizes bei der Laserwellenlinge von 532 nm und die

vorkommenden Schichtdickenbereiche fiir die zu berechnenden Schichten zusammengefasst.

Abbildung 2.9: Schematischer Aufbau eines Nanofilm Optislides. Die Schichtdicke des stark
reflektierenden Ta,0s-Layers betrigt etwa 82 nm, die SiO,-Schicht ist etwa 10 nm dick.

Tabelle 1: Schichtdickenbereiche, Brechungsindizes und Extinktionskoeffizienten der verwendeten
Materialien.

Material Schichtdicke d/ nm | Brechungsindex n
Luft 1.000
H,0 / Puffer 1.335
Puffer / Ethanol® 1.346
dotiertes Silizium 4.1132 +0.0538:§
SiO, 0.1-3 1.461
BK7 1.528
Ta,05 82 2.348
Membran 2-6.5 1.533
Protein® 0-6 1.500
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Die Berechnung der Schichtdicken erfolgt durch die Anpassung der gemessenen
ellipsometrischen Winkel Delta und Psi an ein optisches Modell mit gegebenen
Brechungsindizes. In Abbildung 2.10 sind die simulierten Verldufe von Delta und Psi in
Abhingigkeit von der Schichtdicke d fiir SiO; auf dotiertem Silizium (A und B) sowie einer
Lipidmembran auf einem 1 nm SiO,-Layer auf dotiertem Silizum (C) dargestellt. In einem
Schichtdickenbereich von 0 - 200 nm SiO; ist eine eindeutige Bestimmung aus nur einem der
ellipsometrischen Winkel nicht mdglich, da bestimmte Werte von Delta und Psi bei
verschiedenen Schichtdicken auftreten. Nur die Kombination beider Winkel liefert in diesem
Bereich ein eindeutiges Ergebnis. Betrachtet man jedoch nur den Bereich von 0 - 10 nm SiO,,
lasst sich die Schichtdicke eindeutig aus einem einzelnen Winkel bestimmen. Da die
Abhingigkeit des Winkels Delta von der Schichtdicke deutlich grofer ist, als die von Psi,
kann Delta alleine zur Berechnung der Schichtdicke verwendet werden. Zusitzlich zeigt Delta
eine annédherend lineare Abhéngigkeit von d. Das gleiche Verhalten findet man auch bei den

simulierten Verldufen von Delta und Psi in Abhéngigkeit von der Dicke einer Lipidmembran.
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Abbildung 2.10: Abhéngigkeiten der ellipsometrischen Winkel Delta und Psi von der Schichtdicke
SiO, auf Silizium (A, B) und von der Schichtdicke einer Lipidmembran auf Silizium mit 1 nm SiO,
(C). Als umgebendes Medium wurde H,O gewiihlt.
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2.1.7 Datenauswertung

Mit dem bildgebenden Ellipsometer konnen die ellipsometrischen Winkel Delta und Psi
ortsaufgeldst bestimmt werden. Dafiir konnen entweder komplette ,,Delta-,, oder ,,Psi-Maps*
aufgenommen werden, oder es konnen im Bildausschnitt der CCD-Kamera Regionen (ROI =
regions of interest) ausgewahlt werden, fiir die eine Messung die jeweiligen Mittelwerte von
Delta und Psi in dieser Region liefert. Abbildung 2.11 zeigt exemplarisch das Kontrastbild
von zwei strukturierten Lipidmembranen auf einem Si/SiO,-Substrat in Puffer. Sowohl auf
dem Substrat als auch auf den Lipidbilayern sind Regionen mit unterschiedlicher Grofle
ausgewahlt worden. Die erhaltenen Messwerte der Substratoberfliche konnen als Kontrolle
verwendet werden. Die Durchfiilhrung einer 4-Zonen-Messung liefert die genauesten
Ergebnisse fiir Delta und Psi, erfordert jedoch einen etwas groBeren Zeitaufwand. Daher
wurden bei den aufgenommenen Kinetiken lediglich 1-Zonen-Messungen verwendet. Fiir die

temperaturabhingigen Messungen wurden hingegen 4-Zonen-Messungen durchgefiihrt.
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Abbildung 2.11 Graustufenbild eines strukturierten Lipidbilayers auf Si/SiO,. In weil} sind mehrere
regions of interest (ROI) eingezeichnet.

Aus der Auswertung einer ,Delta-,, oder ,Psi-Map*“ kann nicht nur die ortsaufgeloste
Schichtdickeninformation einer Probe ermittelt werden, sondern bei mikrostrukturierten
Lipidmembranen auch die Fldchenausdehnung des Lipidstreifens. Dazu wurde nach der
Aufnahme der ,,Delta-Map* fiir das gesamte Bild oder einen Bildausschnitt eine Histogramm-

Analyse durchgefiihrt. Die Analyse des durch einen schwarzen Rahmen in Abbildung 2.12 A
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begrenzten Bildausschnitts fiihrt zu dem in Abbildung 2.12 B dargestellten Histogramm. Die
Flachenanteile der Lipidmembran und des Substrats konnen dann durch die Anpassung einer

Linearkombination zweier Gauf3-Kurven an das Histogramm berechnet werden.
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Abbildung 2.12: A) ,,Delta-Map“ eines strukturierten Lipidbilayers auf Si/SiO,. Eine Histogramm-
Analyse innerhalb des schwarz eingerahmten Bereichs ergibt das in B) dargestellte Histogramm, an
das sich die Linearkombination zweier Gauf3-Kurven anpassen liisst.

2.2 Die Quarzmikrowaage

(engl. Quartz crystal microbalance = QCM)

Die Quarzmikrowaagen-Technik ist eine analytische Methode, welche die in situ Detektion
von Grenzfldchenprozessen, wie z. B. die Massenabscheidung auf Oberflichen, moglich
macht. Das Verfahren basiert auf der Eigenfrequenzénderung einer piezoelektrischen
Kristallscheibe, sobald diese mit einer Fremdmasse beladen wird. Am héufigsten werden
Quarzkristalle als Scheroszillatoren verwendet, die der Methode ihren Namen gaben.'®®

Giinter Sauerbrey stellte im Jahre 1959 als erster einen linearen Zusammenhang zwischen der

Anderung der Resonanzfrequenz Afund der belegenden Fremdmasse Am auf:

2
Af:_zfo—Am:_Sf.A_m_ (2.17)

A.\,E‘éﬁ.pQ A
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Hierbei sind 4 die Elektrodenfliche auf dem Quarz, f; die Grundfrequenz des Resonators, pq

die Dichte des Quarzmaterials und c¢,, die um den piezoelektrischen Effekt korrigierte

Elastizititskonstante eines AT-cut Quarzes. Der Proportionalititsfaktor S¢ wird auch als
integrale Schichtwigeempfindlichkeit bezeichnet.®®

Die Nachweisgrenze bei der Quarzmikrowaagentechnik liegt im Bereich weniger
Nanogramm und ldsst sich durch Vergroferung von f, erhdhen. Zusétzlich zur
Massenbestimmung rigider Filme lassen sich Aussagen {iiber die viskoelastischen
Eigenschaften des adsorbierten Materials treffen.'®
In den nachfolgenden Kapiteln werden die theoretischen und praktischen Grundlagen der

Quarzmikrowaagentechnik erldutert.

2.2.1 Piezoelektrizitat

Kristalle werden als piezoelektrisch bezeichnet, wenn sie einen Zusammenhang zwischen
mechanischer Verformung (Zug, Druck, Torsion) und Oberflichenladung zeigen. Wenn ein
piezoelektrischer Kristall mechanisch verformt wird, bildet sich eine Potentialdifferenz
zwischen den beiden entgegengesetzten Flichen aus. Wenn im umgekehrten Fall an den
Kristall eine elektrische Spannung angelegt wird, tritt eine mechanische Verformung auf
(inverser piezoelektrischer Effekt, Abbildung 2.13). Dieser auch in Quarzkristallen
auftretende Effekt wird in verschiedenen Anwendungen genutzt, z. B. als Zeitgeber in Uhren
und Computern oder in Drucksensoren. Voraussetzungen fiir das Auftreten des
piezoelektrischen Effekts sind das Fehlen eines Symmetriezentrums und das Auftreten einer
polaren Achse in der Einheitszelle. 20 der 32 Kristallklassen konnen daher Piezoelektrizitét
aufweisen, z.B. Quarz, Tourmalin und Rochelle Salz.

Der inverse piezoelektrische Effekt erlaubt es, Quarzkristalle durch Anlegen einer
Wechselspannung mit der Eigenfrequenz des Quarzes in Schwingung zu versetzen. Die
Eigenfrequenz wird durch die Dicke der Quarzscheibe und den Winkel, in dem sie aus dem
Kristall herausgeschnitten wird, bestimmt. In dieser Arbeit wurden AT-cut Quarze mit einer
Dicke von 330 um verwendet. Dies sind Dickenscherschwinger mit einer Resonanzfrequenz

von 5 MHz.'¢
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Abbildung 2.13: Schematische Darstellung des Dipolcharakters eines QuarzKkristalls und dessen
Scherdeformation beim Anlegen eines iduBleren elektrischen Feldes (A) Gleichspannung, B)
Wechselspannung).

2.2.2 Elektroakustik

Die elektroakustische Kopplung von piezoelektrischen Schwingern, wie dem Quarzkristall,
lasst sich sich mit Hilfe eines elektrischen Ersatzschaltbildes beschreiben. Im Bereich der
Resonanz gilt das nach Butterworth und van Dyke benannte BVD-Schaltbild (Abbildung
2.14).

C C

Ry

Abbildung 2.14: Butterworth van Dyke (BVD)-Ersatzschaltbild eines Schwingquarzes.®’

L, entspricht der Masse des Quarzes, C; seiner Nachgiebigkeit unter Scherspannung und R;
als ohmscher Widerstand den mechanischen Verlusten durch z. B. Reibung.
Zusammengefasst werden diese drei Grofen auch als dynamischer oder Serienzweig

bezeichnet. Die dazu parallel liegende Kapazitit Cy stellt den elektrischen Zweig dar, denn
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das zwischen den beiden Elektroden liegende Quarzmaterial wirkt wie ein Dielektrikum in
einem Plattenkondensator.

Man kann fiir verschiedene Beladungen des Quarzes (diinner Film, viskose
Flissigkeit, diinner Film und viskose Fliissigkeit) jeweils angepasste Ersatzschaltbilder
formulieren, wobei ein diinner Film als starre Masse angesehen werden kann. Abbildung 2.15
zeigt exemplarisch das BVD-Ersatzschaltbild fiir einen mit einer starren Masse belegten

Schwingquarz in Kontakt mit einer viskosen Fliissigkeit.®’

unbelasteter
~ Cy  Quarzresonator

A\l
7
(¢
-
Ay |
7
Y

viskose
Flissigkeit

Ly starre Masse

Abbildung 2.15: Ersatzschaltbild eines Quarzresonators in Kontakt mit einer viskosen Fliissigkeit
und einer starren Masse. Parasitire Kapazititen resultieren aus Kabelverbindungen
angeschlossener Messgerite und sind in Cp zusammengefasst.®”’

Besitzt die beladende Masse viskoelastische Eigenschaften, so gilt nicht mehr die einfache
Sauerbrey-Gleichung (2.17). Die Anderung der Resonanzfrequenz hingt dann sowohl von der
adsorbierten Masse als auch von deren komplexen Schermodul ab.®*® Dieser Effekt spielt
jedoch bei den in dieser Arbeit gezeigten kinetischen Untersuchungen aufgrund der geringen

Schichtdicken keine Rolle.
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2.2.3 Messaufbau und Messbedingungen

Abbildung 2.16 zeigt den schematischen Versuchsaufbau fiir die Messungen mit der
Quarzmikrowaage. Nach dem Einbau des Quarzes in die Messzelle wurde mit Hilfe einer
Peristaltikpumpe (Ismatec, Wertheim-Mondfeld) Puffer aus dem Probengefdl V2 durch die
Apparatur gepumpt. Die Probenzugabe erfolgte aus dem Probengefdl V1 durch Umlegen
eines 3-Wege-Hahns, wobei der Kreislauf so geschaltet wurde, dass die Fliissigkeit nach der
Messzelle wieder zuriick in das Probengefil V1 gelangte. Nach Beendigung der
Probenzugabe konnte die funktionalisierte Quarzoberfliche wieder mit probenfreiem Puffer
aus V2 gespiilt werden. Die Pumpgeschwindigkeit wurde wéhrend der Messzeit konstant
gehalten und es musste darauf geachtet werden, dass Schlduche und Messzelle frei von
Luftblasen waren. Durch den Thermoschrank wurde eine konstante Temperatur wihrend der

Messung gewdhrleistet, gleichzeitig diente er als Faradaykéfig.

Peristaltik-
3-Wege- pumpe

Faraday-
kifig Teflon-

20 °C tl'kammer

o — — —I Quarz

. | |
| Aol Oszilinior

schaltkreis

Magnet-

rithrer / \

__ Frequenz-  Spannungs-
zihler quelle

Computer

Abbildung 2.16: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus fiir die QCM-Messung. Messzelle
und Reaktionsgefifl befinden sich im Thermoschrank.”

Die Goldelektroden des Quarzresonators in der Messzelle wurden an einen
Oszillartorschaltkreis (TTL SN74LS124N, Texas Instruments) angeschlossen, in dem der
Quarz als frequenzbestimmendes Element fungiert. Der Oszillatorschaltkreis wurde von einer
Spannungsquelle konstant mit 4 V (Gleichspannung) gespeist und die auftretenden

Energieverlust durch Riickkopplung phasenrichtig ausgeglichen. Die Frequenz wurde iiber



36 Kapitel 2

einen Frequenzzdhler ausgelesen und an einen Computer weitergeleitet, an dem ein
Resonanzfrequenz-Zeit-Diagramm aufgezeichnet wurde. Die zeitliche Auflésung lag bei 0.2 -
0.3 Sekunden. Die Messzelle ist detailliert in Abbildung 2.17 dargestellt. Im Unterteil sind
zwei Kontakte eingelassen, die die Goldelektrode des Quarzresonators mit dem
entsprechenden Messgeridt verbinden. Die Kontaktierung der oberen Goldelektrode erfolgt
durch Silberleitlack, der am Rand des Quarzresonators angebracht wird. Durch die
Teflonkammer fiihren ein zentraler Zulauf und seitliche Abldufe mit einem Durchmesser von

je 1 mm. Der Quarz wird mit Kalrez® O-Ringen abgedichtet.
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4 I_ |
e e || PerTrrcetetree = |—— Teflonkammer
|
H ! |
i | 2_0(}';11111 i
[)ichlringc\f 1 ~ Goldelektroden
\ Quarz _~H - silberleitlack
=
: -
]I;_ —————————— — = Federkontakte

Oszillatorschaltkreis

Abbildung 2.17: Schematische Darstellung der QCM-Messzelle.”

2.3 Rasterkraftmikroskopie

In der Biophysikalischen Chemie werden fiir die Abbildung von Oberflichen meistens
optische Methoden verwendet. Allerdings ist bei den herkdmmlichen optischen Mikroskopen
die Auflosung durch das optische Auflosungsvermdégen nach Abbe durch die Wellenlédnge
beschriankt. Um laterale Auflosungen im Nanometerbereich zu erreichen, muss daher auf
andere Methoden zuriickgegriffen werden. Dazu gehdren unter anderem optische Methoden
(z. B. TEM) und Rastersondenmethoden (z. B. SNOM und STM). Zu dieser Art gehort auch
die Rasterkraftmikroskopie (SFM = scanning force microscopy). Die Sonde ist hierbei eine
sehr feine Spitze am Ende eines diinnen Federbalkens (Cantilever). Die gemessene
Wechselwirkung  zwischen Spitze und Probe resultiert aus elektrostatischen,
hydrodynamischen und van der Waals-Kréften. Der Verlauf des Wechselwirkungspotentials

und der daraus resultierenden Kraft zwischen Spitze und Probe ist in Abbildung 2.18
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skizziert. Anwendung findet das Rasterkraftmikroskopie z. B. in der Strukturaufkldrung, zur

Abbildung von Topographien und der Detektion von mechanischen Eigenschaften einer
Oberfliche.
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Abbildung 2.18: Das Wechselwirkungspotential V(2) und die daraus abgeleitete Kraft F(2) in
Abhéngigkeit des Abstandes z zwischen Messspitze und Probe. Zusitzlich sind die Arbeitsbereiche
der giingigsten Betriebsmodi eingezeichnet.”'

Das Prinzip der Rasterkraftmikroskopie wurde erstmals 1986 von Binnig, Quate und Gerber
vorgestellt.”” Bei der Entwicklung des Rastertunnelmikroskops, mit dessen Hilfe sich
Aussagen iiber Oberflicheneigenschaften aufgrund eines zwischen Spitze und Probe
flieBenden Tunnelstroms treffen lassen, fanden sie die oben erwidhnten Krifte, die ebenfalls
die Oberflachenbeschaffenheit widerspiegeln. Aufgrund der Wechselwirkung zwischen Spitze
und Probe verdndert sich die Verbiegung des Federbalkens, die Detektion der Verbiegung
erfolgt iiblicherweise durch das Lichtzeigerprinzip.” Dabei wird ein von der Riickseite des
Federbalkens reflektierter Laserstrahl in einer Vierquadrantenphotodiode gemessen. Die
Federbalken bestehen iiblicherweise aus Silizium oder Siliziumnitrid, ihre Riickseite kann fiir
eine bessere Reflektion mit Aluminium oder Gold beschichtet sein. Wichtig ist die

Federkonstante des Federbalkens, die von dessen Geometrie abhidngt und typischerweise

zwischen 0.001]\7 und 50]\7 liegt. Je kleiner die Federkonstante des Federbalkens, desto
m m

sensitiver reagiert dieser auf die Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe. Der

Spitzenradius betrdgt zwischen 2 nm und 100 nm und beeinflusst das laterale

Auflésungsvermogen.
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Der schematische Aufbau eines Rasterkraftmikroskops ist in Abbildung 2.19
dargestellt. Die Verbiegung des Federbalkens wird durch den reflektierten Laserstrahl
gemessen und verstiarkt. Der Federbalken selbst kann {iber einen zusétzlichen Schiittelpiezo
oder iiber die Oszillation eines z-Piezoelements in Schwingung versetzt werden. Die
Verwendung eines  Schiittelpiezos ist vor allem bei hohen Resonanzfrequenzen des
Federbalkens (fapping-Modus an Luft) notig. Die Probe ist meist auf einem Piezoscanner
positioniert, der die Verschiebung in x, y und z-Richtung erlaubt. Durch das Abrastern der
Oberfliche (xy-Richtung) und die Detektion der zwischen Spitze und Probe auftretenden
Krifte wird dann die Bildinformation gewonnen. Ein elektronischer Riickkopplungs-

mechanismus ist fiir die Regelung verantwortlich.
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Abbildung 2.19: Schematischer Aufbau eines Rasterkraftmikroskops betrieben im tapping-Modus.”

2.3.1 Regelkreise

Wihrend des Abrasterns der Probe wird zur Aufnahme der Bildinformation ein bestimmter
Messparameter konstant gehalten (Soll-Wert). Dies kann z. B. die Verbiegung des
Federbalkens oder dessen Schwingungsamplitude sein. Sobald der aktuelle Messparameter
(Ist-Wert) vom Sollwert abweicht (Regelabweichung), kommt es durch die Elektronik zu
einer Regelung, so dass die Abweichung durch eine entsprechende Stellgrof3e korrigiert wird.
Wie diese StellgroBe von der Regelabweichung abhidngt, wird durch die
Ubertragungsfunktion definiert. Im Allgemeinen wird eine Kombination aus einem

Proportional- und einem Integral-Regler (Proportional-, Integral- und Differentialregler)
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verwendet. Fiir diesen Regler gilt bei einer zeitabhingigen Regelabweichung e(#) folgende

StellgroBe x(7):

x(t)= g(KPe(t) +% T e(T)dTJ . (2.18)

I —o

Hierbei sind Kp der Proportionalitdtsfaktor und 7; die Nachstellzeit des Integralreglers. Diese
beiden Parameter werden so eingestellt, dass die Regelabweichung so gering wie mdglich

gehalten wird. Der Parameter g ist ein Verstarkungsfaktor.

2.3.2 Betriebsmodi

Es gibt in der Rasterkraftmikroskopie verschiedene Betriebsmodi. Die am héaufigsten
verwendeten Modi sind der contact-Modus und der intermittent contact-Modus (auch

tapping-Modus, deren wichtigsten Eigenschaften im Folgenden kurz erldutert werden.

2.3.2.1 contact-Modus

Im contact-Modus besteht wédhrend der Messung ein stindiger mechanischer Kontakt
zwischen Spitze und Probe, wobei die Spitze mit einer konstanten Kraft aufgedriickt wird.
Die Verbiegung des Federbalkens wird konstant gehalten und die dafiir notwendige
Verianderung des z-Piezoscanners aufgenommen. Der contact-Modus ermdglicht eine relativ
schnelle Aufnahme mit hoher Auflosung, allerdings kann durch den stindigen Kontakt
zwischen Spitze und Probe einerseits die Spitze beschddigt werden, andererseits die Probe
verdndert werden. Weiche Probenbereiche werden durch die wirkenden Krifte eingedriickt
und erscheinen somit niedriger als harte Bereiche. AuBlerdem sind die auftretenden lateralen
Krifte sehr hoch. Daher ist es mit dieser Methode moglich die Probe zu zerstoren, sie kann

jedoch auch dazu verwendet werden, kleine Probenbereiche gezielt zu verdndern.
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2.3.2.2 tapping-Modus

Im tapping-Modus (oder allgemein intermittent contact-Modus) wird der Federbalken im
Bereich seiner Resonanzfrequenz angeregt. Die freie Schwingung wird durch die
Wechselwirkung mit der Probe beeinflusst und im repulsiven Potentialbereich gedampft. Die
Schwingungsamplitude wird wihrend der Messung konstant gehalten und die dafiir
notwendige Verdnderung des z-Piezoscanners als Hoheninformation ausgelesen. Durch die
Schwingungsddmpfung beim  Spitze-Probe-Kontakt ergibt sich zusdtzlich eine
Phasendifferenz zwischen angeregter und resultierender Schwingung. Diese Phasendifferenz
ist ein MaB fiir die Energiedissipation durch die Probe, so dass sich auch Unterschiede in
mechanischen Eigenschaften detektieren lassen. Im Gegensatz zum contact-Modus werden im
tapping-Modus wesentlich kleinere laterale Krifte auf die Probe ausgeiibt. Er wird daher vor

allem fiir weiche Proben bevorzugt.

2.4 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

(CLSM = confocal laser scanning microscopy)

Fluorophore sind Molekiile, die Licht absorbieren und Fluoreszenzlicht, das stets eine groBere
Wellenldnge besitzt, emittieren. Um dieses Phidnomen zu detektieren, muss die
Quantenausbeute, d. h. die Effektivitit dieses Prozesses, ausreichend grof3 sein. Falls die
Emission im Bereich des sichtbaren Lichts liegt, kann man die Fluoreszenz mit einem
Lichtmikroskop beobachten. Die Funktionsweise eines Weitfeld-Fluoreszenzmikroskops ist in
Abbildung 2.20 dargestellt. Als Lichtquelle dient eine Xenon- oder Quecksilberdampflampe,
die weiles Licht emittiert. Durch den Anregungsfilter wird ein Wellenldngenbereich
herausgefiltert und transmittiert, der mit dem Absorptionsbereich des Fluorophors
libereinstimmt. Dieses Licht wird von einem dichroischen Spiegel durch ein Objektiv auf die
Probe reflektiert. Das langwelligere Fluoreszenzlicht wird von dem dichroischen Spiegel

transmittiert und gelangt durch einen Emissionsfilter und das Okular zum Betrachter.
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Abbildung 2.20: Schematische Darstellung des Strahlengangs eines Fluoreszenzmikroskops.

Bei einem konventionellen Lichtmikroskop wird nicht nur Licht aus der Brennebene des
Objektivs detektiert, sondern auch unfokussiertes Licht aus Bereichen auflerhalb der
Brennebene. Dies verringert die raumliche Auflosung der konventionellen Mikroskopie. Beim
konfokalen Mikroskop wird das Licht, das nicht direkt aus der Brennebene kommt, vor dem
Detektor ausgeblendet (Abbildung 2.21). Dafiir benutzt man zwei Lochblenden mit sehr
kleinen Durchmessern. Als Detektor wird z. B. ein Photomultiplier verwendet, dessen Signal
direkt von einem Computer ausgelesen werden kann.

Durch den symmetrischen Aufbau dieses Systems sind beide Blenden und ein Punkt
des Objekts in der Brennebene der Linsen konfokal. Die Limitierung des emittierten Lichts
auf eine einzelne Fokusebene erhoht die Auflosung und den Kontrast des Bildes. Durch die
Verwendung des monochromatischen kohidrenten Lichts eines Lasers als Anregungsquelle

wird die Auflésung noch weiter verbessert.’*
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Abbildung 2.21: Schematische Darstellung des Strahlengangs in einem konfokalen
Fluoreszenzmikroskop. Nur der rote Lichtstrahl stammt direkt aus der Brennebene. Der blaue und
griine Lichtstrahl, die nicht direkt aus der Brennebene stammen, werden durch die Lochblende vor
dem Detektor ausgeblendet.

Das Signal, das genau einen Punkt aus der Brennebene des Objektivs darstellt, wird von
einem Photomultiplier detektiert. Um ein vollstdndiges Bild zu erhalten, muss die Probe
punktweise gerastert werden. Dazu werden bewegliche Spiegel im Strahlengang positioniert.
Die einzelnen Signale werden dann von einem Computer zu einem zweidimensionalen Bild
zusammengefiigt. Durch das Ausblenden des Lichts, das von auflerhalb der Fokusebene
kommt, werden die Auflosung und der Kontrast des Bildes erhoht. Aulerdem kann man

durch Veridnderung der Fokusebene dreidimensionale Fluoreszenzbilder aufnehmen.

2.5 Dynamische Monte Carlo-Simulationen

Das Bindungsverhalten von Proteinen auf einer heterogenen Oberfldche wurde mit Hilfe von
dynamischen Monte Carlo-Simulationen, d. h. basierend auf einer groflen Anzahl von
Zufallsexperimenten, untersucht. Die Kinetik wurde durch ein Modell der reversiblen

zufilligen sequentiellen Adsorption (RSA = random sequential adsorption) beschrieben.
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2.5.1 Kinetik der RSA

Adsorptionskinetiken kleiner Partikel, die in einer Monolage resultieren, werden gewohnlich
durch das Langmuir-Modell beschrieben:’

a;l_(;) = konﬂazpbulk (Gmax - G)) _koffG) . (219)
Hierbei ist ©® die Oberflichenbelegung zum Zeitpunkt ¢, o,y die Dichte der Partikel mit

Radius a in der Fliissigkeit, ko, und ko die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Ad- und

Desorption und O,,,x die maximale Belegung (G)max = 1). Bei der Adsorption von groBeren

Partikeln, wie z. B. von Proteinen an einer Lipiddoppelschicht, ist der Radius der
adsorbierenden Molekiile grofer als der Radius einer einzelnen Lipidkopfgruppe. Im Modell
wird dies dadurch beriicksichtigt, dass sich ein einzelnes Partikel auf der Oberfliche iiber
mehrere Gitterplitze erstreckt. In diesem Fall wird die Kinetik durch das Langmuir-Modell
nicht mehr korrekt wiedergegeben. Die fiir die Adsorption zur Verfiigung stehende
Oberfldche ist nicht mehr nur durch die Belegung © bestimmt, sondern muss allgemein als
eine Funktion der zur Verfligung stehenden Oberfldche (ASF = available surface function)
®(O) beschrieben werden. Damit ergibt sich eine generalisierte Form der Langmuir-
Gleichung

”;—(? =k 0’ 0y P (©)—k ;O (2.20)
als Ausgangsgleichung fiir die zweidimensionale reversible RSA.*' Dabei beschreibt der erste
Term mit &, eine irreversible RSA, wihrend die Desorption durch die Ergéinzung des zweiten
Terms mit kopr berilicksichtigt wird. Im Gegensatz zu dem eindimensionalen Fall, dem so
genannten parking lot model, lasst sich Gleichung (2.20) nicht analytisch 16sen. Es gibt
jedoch verschiedene Naherungslosungen fiir die ASF, die allerdings meist nur eingeschrénkt
fiir bestimmte Belegungsgrade giiltig sind. Generell werden die adsorbierenden Partikel als
Scheiben mit festem Durchmesser d angesehen, die nicht {iberlappen diirfen. Bei der
Adsorption dieser Partikel auf der Oberfliche treten bei hoheren Belegungen Probleme auf, da
die freie Oberfliche nicht linear mit der Anzahl der adsorbierten Partikel skaliert. Dies ist

anschaulich in Abbildung 2.22 dargestellt.”



44 Kapitel 2

Abbildung 2.22: Teilbereich einer Oberfliche, die mit mehreren Scheiben des Durchmessers d belegt
ist. Im Ausschlusskreis mit Durchmesser 2d darf sich kein weiterer Mittelpunkt einer Scheibe
befinden. Die in grau dargestellten Schnittmengen dieser Bereiche miissen bei der Berechnung der
ASF als Korrekturglieder beriicksichtigt werden.”’

Ein einzelnes Partikel verhindert die Adsorption weiterer Partikel in einem Kreis mit dem
Durchmesser 2d, d. h. der Mittelpunkt eines adsorbierenden Partikels darf sich nicht innerhalb
dieses Ausschlusskreises befinden. Bei hoheren Belegungen tritt jedoch der Fall ein, dass sich
die Ausschlusskreise iiberlappen, so dass die zur Verfiigung stehende Oberfliche nicht mehr
um 7d° pro Partikel reduziert wird, sondern um die Schnittmenge der Ausschlusskreise

korrigiert werden muss. Die ASF kann durch eine Potenzreihe gemal
O(O)=1+4,-0+4,-0°+4,-0* + ... (2.21)

ausgedriickt werden. Bei Partikel gleicher GroBe treten keine Terme hoherer Ordnung als A4

auf. Die Entwicklung der ASF fiir das irreversible RSA-Modell bis zu Potenzen dritter

Ordnung ergibt
®(0)=1-40+ 6\f WG)S ~1-40+ 6*f ——07+1.4069-0°, (2.22)
V4
wihrend die Entwicklung fiir die reversible RSA
®(0)=1- 4@)+i®2 +2.4243-0° (2.23)

ergibt.’’ Beide Reihenentwicklungen stimmen bis zur zweiten Ordnung iiberein, die
Abweichung der Vorfaktoren fiir hohere Potenzen resultiert daraus, dass die ASF bei der
irreversiblen RSA bei Erreichen der maximalen Belegung, dem so genannten jamming limit

©,,, =0.547, gleich Null ist.”
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Einen weiteren groflen Einfluss auf die Kinetik eines realen Adsorptionsprozesses hat der
Massentransport. Dieser wird einerseits durch die Diffusion der Partikel in der Losung und
andererseits durch einen gerichteten Partikelfluss aufgrund hydrodynamischer Krifte
bestimmt. Allgemein muss daher in Gleichung (2.20) nicht die Partikeldichte in Ldsung
beriicksichtigt werden, sondern genauer die Partikeldichte an der Oberfliche o(J). Somit
ergibt sich dann

”;_8 —k, 7a*p () () k0. (2.24)
t
Da sich der Parameter o(0) im Allgemeinen schwer bestimmen lésst, ist es hilfreich, diesen in

Abhingigkeit von ok zu formulieren. Unter der Annahme eines linearen Transports von

Partikeln aus der Losung zur Oberflidche ergibt sich fiir den Partikelfluss j:

. do
J =k (P —/0(5))=E (2.25)
mit der Ratenkonstante 4, fiir den Transport.
Somit ldsst sich Gleichung (2.24) zu
@ — konﬂ-azpbulkq)(@)_koff@ (226)

dt 1+]]‘{°“<1>(®)

tr

umformen.” Gleichung (2.26) dient zur Beschreibung der Kinetik einer reversiblen

Proteinadsorption, bei einem irreversiblen Prozess gilt k. =0, so dass der zweite Term im

Zahler entfallt.
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3 Praparative Methoden

3.1 Isolierung von Annexin Al und A2t

Rekombinantes porcine Annexin Al wurde zusammen mit Katja Kastl im Arbeitskreis von
Prof. Dr. Volker Gerke im Zentrum Medizinische Biochemie der Universitidt Miinster nach
einer Vorschrift von Rosengarth et al. durch Proteinexpression in E.Coli — Zellen gewonnen
und mittels FPLC gereinigt.”** Der Heterotetramer-Komplex Annexin A2t wurde im
Arbeitskreis Steinem an der Universitit Gottingen nach einer Vorschrift von Gerke und
50,70,81

Weber aus Schweinemucosa isoliert und ebenfalls mittels FPLC gereinigt.

der  Proteine  erfolgte  iiber  Gelelektrophorese ~ (SDS-PAGE)**  und  die

Die Analyse

Konzentrationsbestimmung iiber UV-Spektroskopie.

Es lagen 0.5 - 1 mL Aliquots von Annexin Al mit einer Proteinkonzentration von
etwa 0.1 - 0.5 mg/mL in 50 mM Mes/NaOH, 0.1 M NaCl, 1 mM EGTA, | mM DTT, 1 mM
NaNs, pH 5.9 vor. Diese wurden in der Versuchsvorbereitung mindestens 18 Stunden bei 4 °C
gegen 20 mM Tris/HCI, 0.1 M NaCl, I mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM NaN3, pH 7.4
dialysiert.

Annexin A2t lag in 28 pL Aliquots mit einer Proteinkonzentration von 11.2 mg/mL in
50 mM Mes/NaOH, 0.1 M NaCl, | mM EGTA, 1 mM DTT, I mM NaNj3, pH 6.0 vor. Diese
wurden vor der Versuchsdurchfiihrung mit 280 uL Puffer (20 mM Tris/HCI, 0.1 M NaCl,
1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM NaNs, pH 7.4) auf eine Konzentration von 1 mg/mL
verdiinnt.

Die Proteinldsungen wurden bei 4 °C gelagert und maximal zwei Wochen verwendet.
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3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels UV-

Spektroskopie

Proteinkonzentrationen lassen sich im Allgemeinen durch UV-Spektroskopie bestimmen,
wobei die Absorption der in den Proteinen vorhandenen aromatischen Aminosduren bei 280
nm verwendet wird. Hauptsidchlich wird hierbei die Aminosdure Tryptophan detektiert. Nach
dem Lambert-Beerschen Gesetz gilt:

E=¢-c-d (3.1

mit der Extinktion E, dem Extinktionskoeffizienten & der Konzentration ¢ und der
Schichtdicke der Probe d.

Im Laufe dieser Arbeit wurden die beiden Annexine Al und A2t verwendet. In Tabelle 2 sind
die Molmassen, die Extinktionskoeffizienten und die molaren Extinktionskoeffizienten bei

280 nm angegeben.

Tabelle 2: Molmassen und Extinktionskoeffizienten der verwendeten Proteine Annexin Al und
Annexin A2t,7%8183

Molmasse Extinktionskoeffizient . Molarer .
M / srmol’ o | omme Extinktionskoeffizient
g 280 / €M E%30 / L-(cm-mol)'1
Annexin Al 38700 0.6 23200
Annexin A2t 98900 0.65 64300

3.3 Proteinlabeling mit Fluoreszenzfarbstoff

Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens von Annexin Al und A2t an POPC/POPS-
Membranen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie wurde die Proteine mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gelabelt. Dazu wurde ein Texas Red-Labeling Kit (Molecular Probes)
verwendet. 0.5 mg Protein wurde in 0.5 - 1 mL PBS-Puffer vorgelegt, wobei gegebenenfalls
dialysiert wurde, und anschlieBend mit 50 pL. NaHCO; (¢ = 1 mol/L) versetzt. Der
Fluoreszenzfarbstoff Texas Red wurde als NHS-Ester in DMSO gelost und im doppelten
molaren Uberschuss zugegeben. AnschlieBend wurde eine Stunde bei Raumtemperatur unter

Lichtausschluss geriihrt. Die Reaktion erfolgte an frei zuginglichen Amino-Gruppen im
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Protein, d. h. hauptsdchlich am N-Terminus. Zur Abtrennung des iiberschiissigen Farbstoffs
wurde iliber eine Sephadex G75-Sdule chromatographiert. Die Effizienzanalyse der Reaktion
erfolgte mit Hilfe der UV/Vis-Spektroskopie nach folgenden Gleichungen fiir die

Proteinkonzentration Cprotein in mol/L:

(Azgo _(A595 '0-18))

cProtein = (32)
gProtein
und das molare Verhiltnis von Farbstoff zu Protein:
nFarbstoff — A595 (3 3)
nProtein gFarbstoff ' CProtein

Hierbei sind 4,30 und As9s die gemessenen Absorptionen bei 280 nm und 595 nm, g*protem der

molare Extinktionskoeffizient des Proteins bei 280 nm und &, .+ = 80000 der des

cm-mol

Farbstoffs bei 595 nm. Der Faktor 0.18-4,, ist eine Korrektur fiir die Absorption des
Farbstoffs bei 280 nm.

3.4 Eigenschaften der verwendeten Lipide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche Lipide verwendet. Darunter befanden sich
Phospholipide und das Sterol Cholesterol. Lipide sind amphiphile Molekiile, d. h. sie bestehen
aus einem hydrophilen und einem hydrophoben Bereich. Bei Phospholipiden ist die
hydrophile Kopfgruppe durch einen Phosphorsédurerest gekennzeichnet, bei Cholesterol ist es
lediglich eine Hydroxyl-Gruppe. Der hydrophobe Bereich besteht bei Phospholipiden aus
zwei  Fettsdureresten, bei  Cholesterol aus aneinanderhdngenden ungesittigten

Kohlenwasserstoffringen, dem so genannten Gonan-Gertist und einer verzweigten Alkylkette.
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Tabelle 3: Strukturformeln, Nomenklatur und Eigenschaften der verwendeten Lipide.***
Abkiirzung |vollstiindiger Name und Struktur Kettenliinge M(/)gfl;isl_elM Tm
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3 -phosphocgolin
/\/\/\/\/\/\)l\ P
DMPC 0N O PO | 14:0-14:0 | 67794 | 23°C
\/\/\/\/\/\/\I.rd H o |
0
1,2-Dipentadecanoyl-sn- glycero—3-phosghocholin
\/\/\/\/\/\/\)I\ .
diC;sPC OO U] 15:0-15:0 | 706.00 | 34°C
/\/\/\/\/\/\/Yd H I
(0]
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3 -phosphocl&olin
i
DPPC AAAAAAANA X0 Pro A 16:0-16:0 | 73405 | 41°C
\Mwwd H o |
0
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-phosphocholin
o 0
POPC o~~~ e 16:0-18:1 | 760.09 | -2°C
O OO
/’\/\/\/E/\/\/\/\"/(j H O |
0
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-[Phospho-L-serin] (Natrium-Salz)
o] 0 H Q o-
POPS PPN n \/f 16:0-18:1 | 784.00 |<-7°C
O O O A
O H
/\/\/\/E/\/\/\/\"/ Na*
0
Cholesterol
386.64

3.4.1 Phasenverhalten von Phospholipiden

Phospholipidmembranen zeichnen sich im Allgemeinen durch einen hohen Polymorphismus

aus. Dabei wird das Auftreten und die Stabilitdt der Phasen durch die Kettenldnge, deren

Sattigungsgrad, die Kopfgruppe und die Symmetrie der Ketten bestimmt. So existieren

mehrere Gelphasen (L., Lg, Lg, Pg), deren Ubergiinge normalerweise durch niedrige

Umwandlungsenthalpien gekennzeichnet sind und oft als Vorumwandlungen bezeichnet
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werden. Der Ubergang in die fluide, oder fliissigkristalline, Phase L, besitzt hingegen eine
deutlich erhdhte Umwandlungsenthalpie und weist auch die groBten Anderungen der
physikalischen Eigenschaften, wie z. B. Membrandicke, laterale Mobilitit der Lipide,
Elastizitit und Kompressibilitit, auf. Dieser Ubergang, in dem die Ordnung der Ketten
groBtenteils verloren geht, wird daher auch als Hauptphasenumwandlung bezeichnet.
Zusétzlich kann durch Zugabe von verschiedenen Alkoholen oder anderer Amphiphile eine
interdigitierte Phase (Lg;) hervorgerufen werden, die sich durch eine deutlich verringerte

Schichtdicke auszeichnet.

gesegsss  MOLNUOL i
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s d:cdidiiad T Trrrnnm
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oy | Ssiesy | U
BAATAS - rrenme

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der bei Lipidmembranen vorkommenden Phasen. A) Sub-
Gelphase L, B) Gelphase Lg (nicht gekippte Ketten), C) Gelphase Lg:, D) rippled Gelphase Pg,, E)
fliissigkristalline oder fluide Phase L, F) interdigitierte Phase Lg;.
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3.5 Eigenschaften der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe

Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe besitzen ebenfalls Lipidcharakter, so dass sie in

Phospholipidvesikel eingebaut werden kdnnen:

e Texas Red® 1,2-dihexadecyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin, Triethylammonium-Salz
(Texas Red® DHPE)

e 2-(4,4-Difluoro-5-methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-3-dodecyl)-1-hexadecyl-sn-
glycero-3-phosphocholin (B-BODIPY® 500/510 C;,-HPC)

In den folgenden Abbildungen sind die Strukturformeln und die jeweiligen Absorptions- und

Emissionsspektren dargestellt.®’

A B

Q CH.,(C c-oc
I H3lCHy) ;— C-00H,

CH,(CH,), , —C—OCH |

CH;(CH;: oo o s0, H3G Fag-F (CH7—G7OPH 9 +
" ] " 1 - - — D —
O CH,0—P —OCH,CH,NH w7 N N 0 CH,0 'lj_ OCHECHEN(CHsls

+ — — e Y/ 8]
(CHZCH,);NH

Abbildung 3.2: Strukturformeln von A) TexasRed®-DHPE und B) B-BODIPY® 500/510-C,,-HPC.
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Abbildung 3.3: Absorptions- und Emissionsspektren von A) TexasRed®-DHPE und B) f-BODIPY®
500/510-C,-HPC.
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Die Anregung des TexasRed-Farbstoffs erfolgt bei 543 nm, der Bodipy-Farbstoff wurde bei
488 nm angeregt. Die Emissionsbande des Bodipy-Farbstoffs iiberlappt mit der
Absorptionsbande des TexasRed-Farbstoffs. Sie bilden ein so genanntes Forsterpaar, d. h. bei
ausreichend kleinem Abstand zwischen diesen beiden Farbstoffen fungiert der Bodipy-
Farbstoff als Forsterdonor, dessen Fluoreszenzemission den ldngerwellig absorbierenden

TexasRed-Farbstoff, den Forsterakzeptor, anregen kann.

3.6 Herstellung unilamellarer Vesikel

Kleine unilamellare Vesikel mit einem Durchmesser kleiner als 100 nm wurden durch die
Vesikelextrusionsmethode und durch hochenergetischen Ultraschall hergestellt. In beiden
Féllen wurden im Vorfeld Lipidfilme pripariert. Aus Stammldsungen der Lipide in
Chloroform mit einer Konzentration von 2 - 10 mg/mL wurden die Lipide im gewiinschten
molaren Verhiltnis in ein sauberes Reagenzglas pipettiert und 0.5 mL Chloroform/Methanol
(1:3, v/v) zugegeben, so dass eine Gesamtmenge von 0.25 - 1 mg Lipid vorhanden war. Das
Losungsmittel wurde dann in einem Wasserbad unter einem Stickstoffstrom verdampft, so
dass am Reagenzglasboden ein Lipidfilm entstand. AnschlieBend wurden die Filme drei
Stunden im Vakuumschrank getrocknet, um Losungsmittelreste zu entfernen. Sowohl das
Verblasen der Lipidfilme als auch das Evakuieren fanden oberhalb der
Phasenumwandlungstemperatur des hochstschmelzenden Lipids statt. Die Reagenzglaser
wurden anschlieBend mit Parafilm verschlossen und bis zu 6 Monate bei 4 °C autbewahrt.

Zur Herstellung von Vesikeln wurden die Lipidfilme mit dem entsprechenden Puffer
versetzt, so dass eine Konzentration von 0.5 - 1 mg/mL erhalten wurde. Alle folgenden
Schritte erfolgten dann oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur des héchstschmelzenden
Lipids. Nach zehn Minuten wurden die Filme alle fiinf Minuten viermal je 20 Sekunden auf
einem Vortexer geschiittelt (Heidolph, REAX Top). Die deutlich getriibte Suspension aus
multilamellaren Vesikeln wurde dann auf eine Hamiltonspritze aufgezogen und mit Hilfe
eines Miniextruders (LiposoFast, Avestin) 31 Mal durch eine Polycarbonatmembran
gedriickt, die Locher mit einem nominellen Durchmesser von 100 nm besaB.*® Die daraus
resultierende unilamellare Vesikelsuspension konnte dann mehrere Wochen im Kiihlschrank
aufbewahrt werden. Um nach mehrtigiger Lagerung eventuell durch Vesikelfusion

entstandene grofere und multilamellare Vesikel zu entfernen, wurden diese Proben in einem
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Ultraschall-Becherresonator fiir 5 - 10 Minuten bei 60 % Leistung beschallt. Dadurch wurde
zwar die GroBenverteilung der Vesikel verdndert, da bei dieser Prozedur auch sehr kleine
Vesikel mit Durchmessern unter 20 nm entstehen, allerdings wirken sich diese bei der

Erzeugung von festkorperunterstiitzten Membranen durch Vesikelspreiten nicht negativ aus.

3.7 Behandlung der Substrate zur Erzeugung

festkorperunterstiitzter Lipidmembranen

Glas: Die Glastrager wurden bei 70 °C fiir 15 Minuten in einer 2 %igen Hellmanex-Losung
und danach zweimal mit Reinstwasser in einem Ultraschallbad behandelt. Die so gereinigten
und hydrophilisierten Glastrdger konnten zwei Tage in Reinstwasser gelagert werden, bei

langerer Lagerung ging die Hydrophilitdt verloren.

Silizium/Siliziumdioxid: Aus einer Scheibe aus Reinstsilizium mit 20 mm Durchmesser
wurden mit einem Glasschneider Siliziumstiicke mit der gewlinschten Grofe geschnitten.
Diese wurden dann mit Isopropanol und Reinstwasser abgespiilt und in einer 1 %igen HF-
Losung fiir 15 Minuten eingelegt. Dadurch wurden Verunreinigungen und die native
Oxidschicht an der Oberfliche entfernt und die gereinigte Siliziumoberfliche besall einen
hydrophoben Charakter. Zur Erzeugung einer 0.5 - 2 nm dicken Siliziumdioxidschicht
wurden die Siliziumstiicke in einer Mischung aus Reinstwasser, Wasserstoffperoxid (35 %,
w/v) und Ammoniak (28 %, w/v) im Verhéltnis HyO/H,0,/NH3 (5:1:1, v/v) 20 Minuten bei
75 °C behandelt. Danach wurden sie mit viel Reinstwasser gespiilt und konnten so fiir zwei

Tage in Reinstwasser gelagert werden.

Optislides (Nanofilm): Optislides der Firma Nanofilm sind spezielle Glastrdger fiir die
Ellipsometrie. Auf BK7-Objekttrager wurden eine ca. 82 nm dicke Schicht Ta,Os mit einem
hohen Brechungsindex (2.348) und ein ca. 10 nm dicke Schicht aus SiO, aufgedampft. Sie
werden aufgrund der stirkeren Reflexion fiir die Ellipsometrie nutzbar und liefern eine
vergleichbare Oberfliche wie normale Glastrdager. Zur Reinigung der Oberfliche wurde ein
Gemisch aus H,O/H,O,/NHj3 (5:1:1, v/v) verwendet und die Optislides darin bei 70 °C fiir
15 Minuten behandelt. AnschlieBend wurden sie mit viel Reinstwasser abgespiilt und direkt

verwendet.
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Quarzkristalle: Fiir die Quarzmikrowaage-Messungen wurden Quarzkristalle verwendet, auf
die beidseitig Elektrodenfldchen aus einer 5 nm dicken Schicht Chrom als Haftvermittler und
einer 100 nm dicken Goldschicht aufgedampft wurden. Da die Kontaktierung in der
Messzelle an der Unterseite erfolgte, wurde die Elektrodenfliache auf der Oberseite mit etwas
Silberleitlack mit der Kontaktierungsfliche verbunden. AnschlieBend wurden die Quarze
30 Sekunden in einem Argon-Plasma behandelt und danach direkt in die Messzelle eingebaut.
Zur Reinigung der benutzten Goldoberflichen wurden die Quarze 45 Sekunden in Piranha-

Losung (H,SO4:H,0,, 7:3, v/v) gehalten und anschlieBend mit viel Reinstwasser gespiilt.

3.8 Darstellung von unstrukturierten Lipidmembranen

3.8.1 Priparation auf Quarzresonatoren

Fiir die Quarzmikrowaage-Messungen wurden Hybridmembranen aus einer Oktanthiol-
Monolage und einer POPC/POPS-Monolage verwendet. Die Goldoberfliche wurde fiir
60 Minuten in einer 2 uM ethanolischen Oktanthiol-Losung inkubiert und anschlieBend
mehrmals mit Ethanol wund Puffer gespiilt. Dann wurde die Vesikellosung
(c =03 - 05 mg/mL in 20 mM Tris/HCL, 0.1 M NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM DTT,
1 mM NaNj, pH 7.4) zugegeben und fiir mindestens 60 Minuten inkubiert. Durch die
hydrophobe Wechselwirkung der Alkylketten des Oktanthiols mit den Acylketten der Lipide
reilen die Vesikel auf und es bildet sich die gewiinschte Hybridmembran. AnschlieBend
wurde noch mehrmals mit reinem Puffer gespiilt, um Restvesikel aus der Ldsung zu
entfernen. Vor der Proteinzugabe wurde noch einmal mit Puffer mit der gewlinschten CaCl,-
Konzentration (ohne EGTA) gespiilt. Die Qualitit der Oktanthiol-Schicht und der
Hybridmembran wurde mit Hilfe der Impedanzspektroskopie iiberpriift. Die Kapazitit einer
Oktanthiolschicht sollte dabei zwischen 1.8 und 2.2 pF/cm? liegen, die einer Hybridmembran
zwischen 0.9 und 1.3 pF/cm?.
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3.8.2 Préaparation auf Siliziumtrigern fiir die Rasterkraftmikroskopie

Es wurden 1x2 cm’® groBe Siliziumtriger verwendet. Diese wurden wie beschrieben
hydrophilisiert. Zur Herstellung der Lipidmembranen wurden die hydrophilisierten
Siliziumtrager 60 Minuten mit einer 0.5 mg/mL Vesikelsuspension inkubiert. Die Vesikel
wurden in 20 mM Tris/HCI, 0.1 M NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM DTT, 1 mM NaNj3;, pH 7.4
prépariert. Nach der Inkubation wurde mit calciumfreiem Puffer (1 mM EGTA statt
1 mM CaCl,) und anschlieBend mit dem entsprechenden Puffer fiir die Proteinadsorption
(0.05 mM, bzw. 1 mM CaCl,) gespiilt. Gegebenenfalls wurde die Membran durch SFM-
Aufnahmen iiberpriift und auf Defektstellen untersucht. Ein vollstindiger Bilayer konnte
durch Kratzen der Oberfliche mit einer hohen Aufdruckkraft im contact-Modus und

anschlieBendem Abbilden des erzeugten Defekts verifiziert werden.

3.8.3 Priaparation auf Siliziumtrigern fiir die Ellipsometrie

Fiir die Ellipsometrie-Messungen wurden Siliziumtréger in Grofe eines Standardobjekttrigers
(26x76 mm?) verwendet und wie in Kapitel 3.7 behandelt. Unstrukturierte Lipidmembranen
wurden erzeugt, indem die Siliziumtrdager in die Fliissigkeitsmesszelle des Ellipsometers
eingebaut und diese luftblasenfrei mit Puffer befiillt wurde. AnschlieBend wurde die
Vesikelsuspension (¢ = 0.5 mg/mL in 20 mM Tris/HCI, 0.1 M NaCl, 1 mM CaCl,,
1 mM DTT, 1 mM NaNs, pH 7.4) zugegeben und die Ausbildung der Lipidmembran anhand
der ellipsometrischen Winkel Delta und Psi beobachtet. Nach der Bildung eines vollstindigen
Bilayers wurde mit Puffer mit der entsprechenden CaCl,-Konzentration (0.25 mM, bzw.

1.0 mM) gespiilt.

3.9 Darstellung von strukturierten Lipidmembranen

Zur Herstellung von individuell adressierbaren festkorperunterstiitzten mikrostrukturierten
Lipidbilayern wurde die Technik des micromolding in capillaries (MIMIC) verwendet. Dazu

wird aus einer Form aus Polydimethylsiloxan (PDMS) und einem Substrat (Glas oder
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Siliziumdioxid) ein mikrofluides Netzwerk erzeugt, in dessen Kapillaren die
Vesikelsuspensionen zugegeben werden konnen. Durch Adhérieren der Vesikel auf dem
Substrat entsteht dann durch das Aufreilen und Fusionieren der Vesikel eine Lipidmembran
(Abbildung 3.4). Beim Entfernen der PDMS-Form muss gewéhrleistet sein, dass die
Substratoberfliche komplett mit Fliissigkeit bedeckt ist, da die Membranen an der Luft

zerstort werden.

Vesikel- |3 @ PDMS-Form g
Suspension  [::} 7
. Kapillar-Strémung
A —
flowpad

Substrat

Abbildung 3.4: Priparation individuell adressierbarer mikrostrukturierter Lipidmembranen auf
einem Substrat durch micromolding in capillaries (MIMIC).

3.9.1 Herstellung des mikrofluiden Netzwerks

Als Elastomer in der Softlithographie wird Polydimethylsiloxan (Sylgard 184, Dow Corning)
verwendet. Es besteht aus zwei Komponenten, einem fliissigen PDMS-Priapolymer und einem
Harter, der aus einem Platin-Komplex und Copolymeren aus Methylhydrosiloxan und
Dimethylsiloxan zusammengesetzt ist. Das Aushérten wird durch eine Platin-katalysierte
Vernetzung durch Hydrosilylierung hervorgerufen.® Der Reaktionsweg ist in Abbildung 3.5
dargestellt. Die mechanischen Eigenschaften des resultierenden PDMS konnen durch das
Verhéltnis des Prépolymers zu Hérter eingestellt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde

ein Verhéltnis von 10:1 (w/w) verwendet.
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Abbildung 3.5: Reaktion des fliissigen Pripolymers (1) und des Hérters (2) zu festem
Polydimethylsiloxan (PDMS).

Prapolymer und Hérter wurden gut vermischt und in einem schwachen Wasserstrahlvakuum
fiir etwa 15 Minuten entgast, bis keine Luftblasen mehr erkennbar waren. Danach wurde die
noch fliissige Mischung in einen Metallrahmen gegossen, der auf der abzubildenden Struktur
positioniert war. AnschlieBend wurde das PDMS bei 65 °C fiir vier Stunden ausgehértet und
die strukturierten Formen vorsichtig vom Substrat gelost (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der softlithographischen Methode zur Herstellung der
PDMS-Form fiir das mikrofluide Netzwerk.

3.9.2 Priparation auf Glastragern fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Es wurden runde Glastriger mit einem Durchmesser von 24 mm und einer Dicke von
0.15 mm benutzt. Nach dem Reinigen und Hydrophilisieren der Oberflaiche wurden sie im
Stickstoffstrom trocken geblasen und anschlieBend mit etwas Nagellack in eine kleine
Petrischale geklebt, deren Boden vorher ausgestanzt worden war. Die PDMS-Formen mit
dem eingeprigten mikrofluiden Netzwerk wurden zwei Minuten im Sauerstoffplasma
behandelt und direkt auf den Glastrager gesetzt. Die Kapillaren wurden mit 0.3 - 0.4 uL
Vesikelsuspension (¢ = 0.25 mg/mL in 20 mM Tris/HCI, 0.1 M NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM
DTT, 1 mM NaNs, pH 7.4) befiillt und die Probe fiir 2 - 4 Minuten stehengelassen.
Anschliefend wurde die Petrischale mit Puffer gefiillt, die PDMS-Form vorsichtig entfernt
und die Oberflache kréftig mit Puffer gespiilt.
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3.9.3 Priaparaton auf Siliziumtrigern und Optislides fiir die bildgebende

Ellipsometrie

Zur Erzeugung von mikrostrukturierten Lipidmembranen wurden die PDMS-Formen mit dem
eingepriagten mikrofluiden Netzwerk zwei Minuten im Sauerstoffplasma gereinigt und direkt
auf die trockene, hydrophilisierte Substratoberfliche gesetzt. Die Kapillaren wurden mit
Vesikelsuspension (¢ = 0.25 mg/mL in 20 mM Tris/HCI, 0.1 M NaCl, pH 7.4, bei spiterer
Proteinadsorption noch zusitzlich 1 mM CaCl,, 1 mM DTT und 1 mM NaNj3) befiillt und die
Probe 5 — 10 Minuten stehengelassen. AnschlieBend wurde die Substratoberfliche mit Puffer
benetzt und die PDMS-Form entfernt. Es wurde ausreichend Puffer verwendet, dass ein
Fliissigkeitsfilm stets die gesamte Probenoberfldche bedeckte. Um iiberschiissige Vesikel und
sonstige Verunreinigungen zu entfernen wurde die Probe noch mehrmals mit Puffer gespiilt.
Die Priparation von strukturierten DMPC und DMPC/Cholesterin — Membranen wurde bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Bei der Prédparation von strukturierten Lipidmembranen aus
den hoherschmelzenden Lipiden diC;sPC und DPPC auf Si/SiO, wurden die oxidierten
Siliziumtrager zuerst auf 65 °C erwdrmt. Nach dem Aufsetzen der PDMS-Form wurde die
Vesikelsuspension zugegeben und die gesamte Probe fiir 2 Minuten bei 65 °C inkubiert.
Danach wurde direkt mit warmem Puffer gespiilt um eine zu grole Anhaftung der PDMS-
Form zu verhindern. Die Probe wurde in die Fliissigkeitsmesszelle eingebaut und diese

luftblasenfrei mit Puffer befiillt.

3.10 Adsorption von Annexin A1 und A2t

3.10.1 Fluoreszenzmikroskopie

Nach der Erzeugung der strukturierten Lipidmembran wurde das Fliissigkeitsvolumen in der
Petrischale auf etwa 2 mL reduziert. Anschlieend erfolgte die Proteinzugabe, wobei eine
Proteinkonzentration von 0.2 - 0.4 uM erreicht wurde. Die Probe wurde 20 Minuten stehen

gelassen und anschlieBend kréftig mit proteinfreiem Puffer gespiilt.
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3.10.2 Quarzmikrowaage

Die Messzelle mit dem funktionalisierten Quarzkristall wurde in den Kreislauf eingebaut und
luftblasenfrei befiillt. AnschlieBend wurde Puffer mit 0.35 ml/min durch die Messzelle
gepumpt. Annexin Al wurde in einem Reaktionsgefdll vorgelegt und die Proteinzugabe
erfolgte durch Umschalten eines Ventils wéhrend der Messung. Nach einer gewiinschten

Inkubationszeit #,x wurde die Messzelle mit proteinfreiem Puffer gespiilt.

3.10.3 Rasterkraftmikroskopie

Die Fliissigkeit aus der Messzelle wurde weitestgehend abgenommen um das Probevolumen
zu verringern. Dabei war zu beachten, dass die Substratoberfliche durchgehend von
Flissigkeit bedeckt war. Das Fliissigkeitsvolumen betrug danach etwa 1 — 1.5 mL.
AnschlieBend erfolgte die Proteinzugabe und die Probe wurde mit der Pipette mehrmals
durchmischt. Die resultierende Proteinkonzentration betrug 0.4 — 0.8 uM, die Reduzierung
des Calciumgehalts durch EGTA aus den Proteinlosungen wurde durch Zugabe von CaCl,
ausgeglichen. Die Proben wurden dann mindestens drei Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert und anschlieBend mit viel proteinfreiem Puffer gespiilt.

3.10.4 Ellipsometrie

Nach Erzeugung der Lipidbilayer wurde das Protein im Kreislauf durch die Messzelle
gepumpt. Die Proteinkonzentration betrug 0.4 - 0.6 uM. Die Proteinanbindung wurde direkt
tiber die Verdanderung der ellipsometrischen Winkel Delta und Psi beobachtet. Sobald keine
weitere Anbindung mehr stattfand, wurde gegebenenfalls mit proteinfreiem Puffer gespiilt,

um eine Desorption des Proteins zu beobachten.
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4 Adsorptionsverhalten von Annexin A1 und A2t

Das Adsorptionsverhalten von Annexin Al und Annexin A2t wurde mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie und der bildgebenden Ellipsometrie sowohl auf unstrukturierten als
auch strukturierten POPC/POPS-Bilayern untersucht. Die laterale Organisation der
adsorbierten Proteine auf der Oberfliche wurde durch rasterkraftmikroskopische Aufnahmen
aufgeklirt, da die Rasterkraftmikroskopie das grofite laterale Auflosungsvermogen besitzt.
Aus den gewonnenen Erkenntnissen wurde anschlieend ein Modell der Proteinbindung auf
einer heterogenen Oberfliche entwickelt und dieses in einem Simulationsprogramm
implementiert. Durch das Anpassen der Simulationen an Proteinbindungskurven aus
Quarzmikrowaage-Messungen konnten dann die kinetischen Parameter der teilweise

reversiblen Adsorption ermittelt werden.

4.1 Einfluss der Vesikelladung auf den Spreitprozess

Die Darstellung unstrukturierter Lipidmembranen fiir die Untersuchung der Proteinbindung
mittels der bildgebenden Ellipsometrie erfolgte durch die Vesikelspreittechnik auf einer
Si/Si0,-Oberfléche. Dabei sollte ein mdglichst defektfreier Lipidbilayer auf der gesamten
Probenoberflache erreicht werden. Die Bildung der Lipidmembran wurde anhand der
ellipsometrischen Winkel Delta und Psi nach der Zugabe der Vesikelsuspension beobachtet.
In Abbildung 4.1 sind exemplarisch die zeitlichen Verldufe von Delta und Psi nach der
Zugabe von Vesikeln aus POPC/POPS (4:1) und (95:5) dargestellt. Delta sinkt um 3.3°, bzw.
um 3.6°, was einer Bilayerschichtdicke von 3.6 - 3.8 nm entspricht. Die Adhésion der Vesikel
erfolgt durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den Vesikeln und der Oberfléache.

POPS besitzt eine negativ geladene Kopfgruppe, so dass die Anbindung der Vesikel an das
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negativ geladene Substrat nur in Anwesenheit von verbriickenden Kationen, wie Ca®’
stattfindet. Bei einem POPS-Gehalt von 20 % bildet sich der Bilayer daher sehr schnell aus
(innerhalb von ca. 8 Minuten) wihrend es bei 5 % POPS 30 Minuten dauert. Zusitzlich steigt
der Winkel Psi wihrend der Vesikeladsorption stirker an und fillt anschlieBend wieder ab.
Dies léasst darauf schlieBen, dass sich die Vesikel nach der Adhésion ldngere Zeit in intaktem
Zustand auf der Oberflidche befinden, bevor sie AufreiBen und einen Bilayer bilden. Dieses

Verhalten wurde auch von Reimhult ez a/. mit Hilfe der QCM-D beobachtet.’
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Abbildung 4.1: Zeitliche Verliufe der ellipsometrischen Winkel Delta und Psi nach der Zugabe einer
unilamellaren Vesikelsuspension (0.5 mg/mL) aus POPC/POPS mit unterschiedlichen POPS-
Gehalten zu einer Si/SiO,-Oberfléiche.

4.2 Adsorption von Annexin Al

4.2.1 Visualisierung durch Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung des Bindungsverhaltens von Annexin Al an POPC/POPS-
Lipidmembranen mit Hilfe der Quarzmikrowaage lieferte die Erkenntnis, dass in Gegenwart
von Calcium die Bindung nur an Oberflachen erfolgte, die das Lipid POPS mit negativ
geladener Kopfgruppe enthielten. Um dieses Verhalten zu iiberpriifen und zu visualisieren
wurden mikrostrukturierte festkorperunterstiitzte Lipidmembranen mit unterschiedlicher
Zusammensetzung auf einer Glasoberfliche pripariert. Dazu wurden Vesikel aus reinem

POPC sowie aus einer Mischung von POPC/POPS (4:1) hergestellt, die zusitzlich mit
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0.5 mol% Bodipy als Fluoreszenzfarbstoft versetzt wurden. Um die Proteinanbindung an die
Lipidmembran sichtbar zu machen, wurde Annexin Al am N-Terminus mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Texas Red markiert. Nach Erzeugung der strukturierten Membranen
wurde mit 0.2 uM Annexin Al fiir 20 Minuten inkubiert. Danach wurde die Probe mit Puffer
gespiilt und unter dem Fluoreszenzmikroskop abgebildet. Abbildung 4.2 A zeigt das
Fluoreszenzbild bei Anregung des Bodipy-Farbstoffs mit 488 nm. Die zwei unteren
Lipidstreifen bestehen aus POPC, die oberen beiden Lipidstreifen aus POPC/POPS (4:1).
Abbildung 4.2 B zeigt den gleichen Bildausschnitt bei Anregung des Texas Red-Farbstoffs
bei 543 nm. Die Bindung erfolgt ausschlieBlich auf der Lipidmembran mit 20 % POPS,
wiéhrend auf den Bereichen aus reinem POPC keine Proteinanbindung zu erkennen ist.
Zwischen Bodipy und Texas Red tritt ein Energietransfer auf, so dass die Emission des
Bodipy-Farbstoffs im griinen Wellenldngenbereich abgeschwicht wird. Daher zeigen die
Bereiche in Abbildung 4.2 A, in denen Proteinbindung auftritt, auch Emission im roten
Wellenldngenbereich. Die Glasoberfliche weist ebenfalls eine geringe Fluoreszenzintensitit
bei Anregung bei 543 nm auf. Dies ldsst auf eine unspezifische Bindung von Annexin Al-

Molekiilen schliefen.

POPC/POPS

Abbildung 4.2: Fluoreszenzaufnahmen von mikrostrukturierten Lipidmembranen aus POPC und
POPC/POPS (4:1) auf Glas nach Zugabe von 0.2 pM Texas Red-Annexin Al. Die Lipidmembranen
waren mit 0.5 mol% Bodipy gelabelt. A) Anregung des Bodipy-Farbstoffs bei 488 nm zur
Visualisierung der Lipidmembranen. B) Anregung des Texas Red-Farbstoffs bei 543 nm zur
Visualisierung des gebundenen Annexin Al.

4.2.2 Ellipsometrie-Messungen

Die Bindung von Annexin Al an festkorperunterstiitzte Lipidmembranen wurde mit Hilfe der

Ellipsometrie in Abhéngigkeit von der Calciumkonzentration untersucht. Dazu wurden
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POPC/POPS (4:1)-Vesikel hergestellt und in Gegenwart von 1 mM Ca”" auf einer oxidierten
Siliziumoberfliche gespreitet. AnschlieBend wurde mit Puffer (0.25 mM oder 1.0 mM Ca®")
gesplilt und dann 0.4 uM Annexin Al zugegeben. Eine Erniedrigung des Delta-Wertes zeigt
die Proteinanbindung an und ermdglicht die Berechnung der mittleren Schichtdicke des
Proteinlayers. Nach Erreichen eines Gleichgewichts wurde mit proteinfreiem Puffer gespiilt
um reversibel gebundenes Annexin Al zu entfernen. Abbildung 4.3 zeigt die Verldufe der
mittleren Schichtdicke gegen die Zeit bei 0.25 mM und 1.0 mM Ca*". Etwa fiinf Minuten
nach der Zugabe wird das Maximum der Schichtdicke erreicht (2.2 nm bei 0.25 mM Ca*" und
2.5 nm bei 1.0 mM Ca®") und der Wert bleibt bis zum Zeitpunkt des Spiilens konstant. Nach
dem Spiilen mit proteinfreiem Puffer verdndert sich die mittlere Schichtdicke nur bei 1.0 mM
Ca®* von 2.5 nm auf 2.1 nm bei 0.25 mM Ca”" ist keine Verdnderung zu beobachten. Es

befand sich nur bei 1.0 mM Ca®" ein geringer Teil reversibel gebundenes Annexin A1 auf der

Oberfliche.
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Abbildung 4.3: Zeitliche Verliufe der mittleren Proteinschichtdicke nach Zugabe von
0.4 pM Annexin Al zu POPC/POPS (4:1)-Membranen auf Si/SiO, bei verschiedenen
Calciumkonzentrationen. Nach 20 Minuten wurde mit proteinfreiem Puffer gespiilt.

4.2.3 Quarzmikrowaage-Messungen

An der Universitit Regensburg wurden von Katja Kastl zahlreiche QCM-Messungen zum
Bindungsverhalten von Annexin A1l an POPC/POPS (4:1)-Membranen durchgefiihrt. Dabei

wurden unter anderem die Abhingigkeiten von der Calciumkonzentration und von der
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Inkubationszeit untersucht.”” In Abbildung 4.4 sind exemplarisch die nach Zugabe von
0.4 puM Annexin Al erhaltenen Resonanzfrequenzédnderungen mit der Zeit bei
unterschiedlichen Calciumkonzentrationen dargestellt. Zehn Minuten nach der Zugabe wurde
mit proteinfreiem Puffer gespiilt. Durch die Proteinadsorption erhélt man eine Erniedrigung
der Resonanzfrequenz, wéhrend nach dem Spiilen ein Teil des gebundenen Materials
desorbiert. Sowohl der maximale Frequenzshift vor dem Spiilen als auch die Verschiebung,
die nach dem Spiilen im Gegensatz zur Resonanzfrequenz vor der Annexinzugabe erreicht
wird, steigen mit zunehmendem Calciumgehalt. Der Frequenzanstieg nach dem Spiilen ist fiir
hohe Calciumkonzentrationen ebenfalls groBer als bei niedrigen Ca**-Konzentrationen, die

Abhingigkeit ist allerdings deutlich geringer als bei der maximalen Frequenzédnderung.
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Abbildung 4.4: Zeitliche Resonanzfrequenzverliufe eines S MHz-Quarzes nach der Zugabe von
04 pM Annexin Al zu einer POPC/POPS (4:1)-Membran bei verschiedenen
Calciumkonzentrationen. Nach 10 Minuten (bei 0.05 mM Ca®" nach 12 Minuten) wurde mit
proteinfreiem Puffer gespiilt.

4.3 Adsorption von Annexin A2t

4.3.1 Visualisierung durch Fluoreszenzmikroskopie

Auch das Heterotetramer Annexin A2t zeigt in Gegenwart von Calciumionen irreversible

Bindung an Membranen aus POPC und POPS.® Es erfolgt jedoch keine Bindung an reine
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POPC-Bilayer.”' Zur Untersuchung und Visualisierung dieses Bindungsverhaltens wurden
mikrostrukturierte Lipidbilayer aus reinem POPC und einem POPC/POPS (4:1) - Gemisch
nebeneinander auf einem Glastrager prapariert. Die Lipidfilme wurden mit 0.5 mol% Bodipy
versetzt um eine Abbildung mit dem Fluoreszenzmikroskop mdglich zu machen. Die Probe
wurde mit 0.2 uM Annexin A2t versetzt, dass am N-Terminus mit einem Texas Red-Farbstoff
versehen war, und 30 Minuten inkubiert. Danach wurde mit proteinfreiem Puffer gespiilt.
Abbildung 4.5 A zeigt eine Fluoreszenzaufnahme mit einer Anregungswellenlinge bei
488 nm. Es sind vier Lipidstreifen, die abwechselnd aus POPC mit POPS und ohne POPS
bestehen, zu erkennen. Abbildung 4.5 B zeigt die Emission des Texas Red-Farbstoffs bei
einer Anregungswellenldinge von 543 nm und damit die Belegung der Oberfliche mit
Annexin A2t. Es ist deutlich zu sehen, dass auf reinem POPC kein Annexin A2t angebunden
ist. In den Bereichen, in denen POPS-Molekiile vorhanden sind, hat irreversible Bindung von
Annexin A2t stattgefunden, allerdings ist die Intensitit nur wenig hoher, als auf dem
Glastrager. Ein GroBteil der Annexin-Molekiile hat unspezifisch an die Glasoberfliche

gebunden.

A

POPC
POPC/POPS
POPC
POPC/POPS

Abbildung 4.5: Fluoreszenzaufnahmen von mikrostrukturierten Lipidmembranen aus POPC und
POPC/POPS (4:1) auf Glas nach Zugabe von 0.2 pM Texas Red-Annexin A2t. Die Lipidmembranen
waren mit 0.5 mol% Bodipy gelabelt. A) Anregung des Bodipy-Farbstoffs bei 488 nm zur
Visualisierung der Lipidmembranen. B) Anregung des Texas Red-Farbstoffs bei 543 nm zur
Visualisierung des gebundenen Annexin A2t.

4.3.2 Ellipsometrie-Messungen

Um genauere Erkenntnisse zum Bindungsverhalten von Annexin A2t auf POPC/POPS-

Membranen zu gewinnen, wurde die Bindung sowohl auf strukturierte als auch auf
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unstrukturierte Lipidbilayer untersucht. Fiir die Experimente wurde eine Proteinkonzentration
von 0.6 uM gewihlt. Abbildung 4.6 zeigt die Verldufe der mittleren Schichtdicke mit der Zeit
bei Zugabe von Annexin A2t zu einem strukturierten und einem unstrukturierten Bilayer aus
POPC/POPS (4:1). Das Protein bindet kurz nach der Zugabe an und nach etwa zwei Minuten
ist eine Gleichgewichtsbelegung erreicht, die mittlere Dicke des Proteinlayers betrdgt 3.0 nm.
Die Kinetik der Anbindung wird durch die Art der Lipidpriparation nicht beeinflusst. Beide
Anbindungskurven verlaufen identisch und erreichen eine mittlere Proteinschichtdicke von

3.0 nm.
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Abbildung 4.6: Zeitliche Verliufe der mittleren Proteinschichtdicke nach Zugabe von
0.6 pM Annexin A2t zu einer strukturierten und einer unstrukturierten POPC/POPS (4:1)-
Membran auf Si/SiO,. Die Calciumkonzentration betrug in beiden Experimenten
1.0 mM.

4.3.2.1 Einfluss der Calciumkonzentration auf das Bindungsverhalten von Annexin A2t

Die Anbindung von Annexin A2t an strukturierte Lipidbilayer aus POPC/POPS (4:1) wurde
mit Hilfe der bildgebenden Ellipsometrie bei verschiedenen Calciumkonzentrationen
untersucht. Dazu wurde der Verlauf der Schichtdicke mit der Zeit nach Zugabe von 0.6 uM
Annexin A2t aufgezeichnet. Nach Erreichen eines Gleichgewichts wurde mit proteinfreiem
Puffer gespiilt, um den reversibel gebundenen Anteil an Protein zu ermitteln. Abbildung 4.7

zeigt die Verldufe der Schichtdicke bei 0.25 und 1.00 mM Ca®". Zwischen den beiden Kurven
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ist kein signifikanter Unterschied zu erkennen. Etwa fiinf Minuten nach der Zugabe wird das
Maximum der Schichtdicke von 3.0 nm erreicht und der Wert bleibt bis zum Zeitpunkt des
Spiilens konstant. Nach dem Spiilen mit proteinfreiem Puffer reduziert sich die mittlere
Schichtdicke innerhalb von 25 Minuten auf 2.5 nm durch das Entfernen von reversibel
gebundenem Protein. Ungefdhr 17 % des Annexin A2t waren reversibel gebunden, wihrend

83 % irreversibel gebunden waren.
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Abbildung 4.7: Zeitliche Verlidufe der mittleren Proteinschichtdicke nach Zugabe von 0.6 pM
Annexin A2t zu einer strukturierten POPC/POPS (4:1)-Membran auf Si/SiO, und nach dem Spiilen
mit proteinfreiem Puffer bei verschiedenen Calciumkonzentrationen.

4.3.2.2 Untersuchung der unspezifischen Proteinbindung auf dem Substrat

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der Proteinadsorption auf strukturierteren
Lipidbilayern legte die Vermutung nahe, dass ein nicht unerheblicher Teil den Annexin A2t
unspezifisch auf der Glasoberfliche adsorbiert. Eine quantitative Untersuchung dieser
unspezifischen Bindung erfolgte im Rahmen dieser Arbeit mit dem bildgebenden
Ellipsometer. Hier besteht die Mdglichkeit, die Kinetik der Proteinadsorption gleichzeitig auf
der Lipidmembran als auch auf dem Substrat, in diesem Falle SiO,, zu verfolgen
(s. Abbildung 2.11).

Der Vergleich der zeitlichen Verldaufe der Schichtdicke auf dem Substrat und einer
POPC/POPS (4:1) - Membran nach Zugabe von 0.6 uM Annexin A2t in Gegenwart von
1.0 mM Ca®" ist in Abbildung 4.8 dargestellt. Die Kinetiken der Adsorption sind nahezu
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identisch. Etwa 5 Minuten nach der Proteinzugabe wird das Maximum der Schichtdicke
erreicht, dass auf der Membran bei 3.0 nm liegt. Auf dem Substrat betrdgt die mittlere
Schichtdicke sogar 3.8 nm. Die Proteinbelegung auf dem Substrat ist sogar hoher als auf der
Membran. Nach dem Spiilen mit proteinfreiem Puffer verringert sich sowohl auf dem Substrat
als auch auf dem Bilayer die Schichtdicke um 0.5 nm. Die unspezifische Bindung besitzt

ebenfalls einen teilweise reversiblen Charakter.
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Abbildung 4.8: Zeitliche Verliufe der mittleren Proteinschichtdicke auf dem Substrat und der
Membran nach Zugabe von 0.6 pM Annexin A2t zu einem strukturierten POPC/POPS (4:1)-Bilayer
auf Si/SiO, und nach dem Spiilen mit proteinfreiem Puffer in Gegenwart von 1.0 mM Ca®",

Die unspezifische Bindung von Proteinen auf Substratoberflaichen wird im Allgemeinen durch
eine vorherige Adsorption von BSA (bovine serum albumin) unterbunden. Dieses Protein
bindet unspezifisch mit hydrophilen Substraten, zeigt jedoch keine Wechselwirkung mit
Lipidmembranen oder anderen Proteinen. Normalerweise wird diese Blockierung als
vollstindig angesehen. Mit Hilfe der bildgebende Ellipsometrie an mikrostrukturierten
Bilayern ldsst sich der Einfluss von BSA auf die unspezifische Bindung von Annexin A2t
untersuchen. Dazu wurden mikrostrukturierte Lipidstreifen auf Si/SiO, pripariert und der
zeitliche Verlauf der Schichtdicke nach Zugabe von 0.5 % BSA (w/w) aufgenommen
(Abbildung 4.9). Das BSA bindet innerhalb von 35 Minuten ausschlieBlich an die SiO,-
Oberfldche und zeigt keine Wechselwirkung mit der Lipidmembran. Auf der SiO,-Oberfldche
erreicht man eine mittlere Schichtdicke von 2.3 nm, die jedoch nach dem Spiilen mit BSA-
freiem Puffer auf 1.8 nm reduziert wird. Nach der Zugabe von Annexin A2t bei 53 Minuten

ist Proteinadsorption in beiden Bereichen der Probe zu erkennen. Auf beiden Oberflédchen, der
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Lipidmembran und dem Substrat mit adsorbiertem BSA bildet sich eine Annexin A2t-Schicht
mit einer mittleren Dicke von 2.5 nm aus, was mit vorangegangenen Experimenten
tibereinstimmt. Nach dem Spiilen der Probe mit proteinfreiem Puffer verringert sich die
mittlere Schichtdicke auf beiden Oberflichen um 0.5 nm. Der reversible Charakter der
Bindung sowohl auf der Membran als auch auf dem Substrat wird nicht durch die vorherige

Adsorption von BSA beeinflusst.
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Abbildung 4.9: Zeitliche Verliufe der mittleren Proteinschichtdicke auf dem Substrat und der
Lipidmembran nach Zugabe von zuerst 1 mg/mL BSA und anschliefend 0.6 pM Annexin A2t zu
einem strukturierten POPC/POPS (4:1)-Bilayer. Bei 45 und 78 Minuten wurde mit proteinfreiem
Puffer gespiilt. Die Calciumkonzentration betrug 1.0 mM.

4.4 Laterale Organisation von adsorbiertem Annexin Al und A2t

an POPC/POPS-Membranen

Zur Untersuchung des calciumvermittelten Bindungsverhaltens von Annexin Al und A2t an
POPC/POPS-Membranen  und  zur  Visualisierung  der  Oberfliche = wurden
rasterkraftmikroskopische Aufnahmen verwendet. Ein Vorteil dieser Methode ist das bessere
laterale Auflosungsvermogen im Gegensatz zur bildgebenden Ellipsometrie oder der
konfokalen = Fluoreszenzmikroskopie.  FestkOrperunterstiitzte  Lipidmembranen  aus
POPC/POPS in verschiedenen Zusammensetzungen wurden mittels der Vesikelspreittechnik

auf einem Siliziumsubstrat erzeugt, dass vorher durch chemische Behandlung mit einem
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diinnen Siliziumdioxid-Film {iberzogen wurde. Polierte Siliziumoberflichen weisen eine
geringe Rauigkeit auf und sind fiir die Rasterkraftmikroskopie in Nanometerbereich geeignet.
Siliziumdioxid besitzt hydrophile Eigenschaften und kann daher gut als Substrat fiir
festkdrperunterstiitzte Lipidbilayer verwendet werden. Haufig verwendete
Glimmeroberflichen sind zwar deutlich glatter, haben jedoch einen groBen Einfluss auf die
Ladungsverteilung in Membranen mit geladenen Lipiden. Untersuchungen von Menke et al.
und Janshoff ef al. zeigten, dass gemischte PC/PS-Membranen in Gegenwart von Calcium
eine Doménenstruktur ausbilden, in denen die negativ geladenen PS-Kopfgruppen durch
Calciumionen an der Oberfliche verbriickt werden.*”® Auf Glimmer lieBen sich bei
POPC/POPS-Gemischen Hohenunterschiede von 0.4 - 1.0 nm detektieren. Die Untersuchung
der Bindung von Annexin Al und A2t an POPC/POPS-Bilayer auf Glimmer zeigte jedoch
nur eine geringe Belegung der Oberfliche, die nicht mit den erwarteten Werten aus

48.51 . . . .
831 Dies ist darauf zuriickzufiihren,

korrespondierenden QCM-Messungen iibereinstimmte.
dass die geladenen Lipide aufgrund der Wechselwirkung mit der Glimmeroberfliche
hauptsédchlich im unteren Layer zu finden sind und damit nicht mehr als Bindungsplitze fiir
Annexinmolekiile zur Verfligung stehen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mit
Hilfe der Rasterkraftmikroskopie die Bindung von Annexin Al und A2t auf POPC/POPS-
Membranen unterschiedlicher Zusammensetzung und bei verschiedenen
Calciumkonzentrationen untersucht.

Die Analyse der erhaltenen SFM-Bilder erfolgte mit der SPIP-Software. Zur
Ermittlung der Proteinbelegung wurde eine so genannte grain-Analyse durchgefiihrt. Dazu
wird der Lipidbilayer als Hintergrund definiert und die Stellen, die mit Protein belegt sind,
werden als einzeln unterscheidbare Bereiche markiert. Dies ist exemplarisch in Abbildung
4.10 anhand zweier SFM-Aufnahmen dargestellt. In der Originalaufnahme (oben) werden die
mit Protein belegten Bereiche identifiziert (Mitte) und der Belegungsgrad in einer Tabelle
ausgegeben (unten). Zusdtzlich zur Belegung erhdlt man Flache, Volumen, mittlere Hohe,
Léinge, Breite und den Durchmesser jedes einzelnen Bereichs sowie die Mittelwerte {liber die

gesamte Aufnahme.
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Abbildung 4.10: Mit Hilfe der SPIP-Software durchgefiihrte grain-Analysen von SFM-Aufnahmen
von Annexin Al auf POPC/POPS (95:5) auf Si/SiO, zur Ermittlung der mittleren Doménenradien
und der Belegungsgrade. Aus den SFM-Aufnahmen (oben) werden die Doménen identifiziert (Mitte)
und die Ergebnisse der Analyse in einer Tabelle ausgegeben (unten).

4.4.1 Annexin Al

Die Bindung von Annexin Al wurde an festkorperunterstiitzten POPC/POPS-Membranen mit
einem Anteil von 5 %, 10 % und 20 % POPS untersucht und es wurden
Calciumkonzentrationen von 0.05 mM und 1.00 mM verwendet. Abbildung 4.11 A zeigt ein
tapping-mode SFM-Bild von Annexin Al gebunden an einen POPC/POPS (95:5) Bilayer in
Anwesenheit von 1.0 mM Ca”". Auf dem defektfreien Lipidbilayer sind deutlich voneinander
separierte Bereiche mit einer Hohe von 2.5 bis 3.5 nm zu erkennen. Der Hohenunterschied
weist darauf hin, dass eine Monolage von Annexin Al vorhanden ist. Aulerdem sind die
Molekiile wie aus den Rontgenstrukturdaten zu erwarten mit der groBten Fliache, an der sich
die Calciumbindungsplédtze befinden, in Richtung der Membranoberfliche orientiert. Die

Hoéhe von 2.5 bis 3.5 nm stimmt daher sehr gut mit den erwarteten 3.3 nm aus der
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Kristallstruktur iiberein. Der mittlere Doméanenradius liel sich durch eine grain-Analyse des
gezeigten Bildes zu 145 nm bestimmen.

In Abbildung 4.11 und Abbildung 4.12 sind SFM-Bilder von Annexin Al auf
POPC/POPS-Membranen unterschiedlicher Zusammensetzung und bei verschiedenen
Calciumkonzentrationen zusammengefasst. In allen Aufnahmen ist die Proteinbelegung mit
einer Hohe von 2.5 bis 3.5 nm zu erkennen. Bei geringer Belegung (5 % POPS) zeigen sich
einzelne, voneinander getrennte Domidnen. Mit zunehmendem POPS-Gehalt steigt auch die
Proteinbelegung. Dies geht mit einer Reduzierung der Doméanengrofe einher, wobei bei 20 %
POPS die Oberfliche so dicht belegt, ist, dass die einzelnen Doménen nicht mehr voneinander
separiert werden konnen. Vergleicht man die Aufnahmen mit 5 % POPS bei 1.00 mM Ca*"
und 0.05 mM Ca®" miteinander, so ist eine deutliche Verringerung der Belegung zu

beobachten.
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Abbildung 4.11: Tapping-Modus SFM-Aufnahmen von Annexin Al auf POPC/POPS-Membranen.
Der POPS-Anteil betrug A) 5 %, B) 10 %, C) 20 %. Die Calciumkonzentration betrug 1.0 mM.
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Abbildung 4.12: Tapping-Modus SFM-Aufnahmen von Annexin Al auf POPC/POPS-Membranen.
Der POPS-Anteil betrug A) 5 %, B) 10 %, C) 20 %. Die Calciumkonzentration betrug 0.05 mM.

Eine grain-Analyse ergab eine Reduzierung des Belegungsgrades von 20 % bei 1.0 mM Ca*"

auf 16 % bei 0.05 mM Ca”". Die mittlere DoménengroBe bleibt jedoch annihernd gleich. Die
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Ergebnisse der grain-Analysen sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Die Qualitdt der Bilder

lieB jedoch nicht bei allen Aufnahmen eine Analyse zu.

Tabelle 4: Mittlere Domiinenradien und mittlere Belegungsgrade mit Annexin Al auf POPC/POPS-

Membranen bei verschiedenen Zusammensetzungen und Calciumkonzentrationen

POPS /% | c(Ca*)/mM | r/nm | Belegung
5 0.05 135+£70 | 0.13+0.01
5 1.00 145+ 80 | 0.22 +0.02
10 0.05 80 +45
10 1.00
20 0.05 0.12 +0.02
20 1.00 0.38 +0.05
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4.4.2 Annexin A2t

Die Visualisierung von membrangebundenem Annexin A2t erfolgte auf POPC/POPS (95:5)
Membranen bei 0.05 und 1.00 mM Ca®". In Abbildung 4.13 sind die entsprechenden
rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen dargestellt. Die Anbindung von Annexin A2t erzeugt
auf der Oberfliche eine Struktur aus Proteindoménen mit einer Héhe von 5.0 nm. Dies weist
darauf hin, dass beide Annexin A2 - Monomere an die Oberfliche binden und das pl1 -
Dimer nach oben orientiert ist.(Abbildung 1.7). Bei einer Calciumkonzentration von 1.00 mM
besitzen die Doménen einen mittleren Radius von 155 nm und die Oberflachenbelegung
betrdgt 31 %. Eine Verringerung des Calciumgehalts resultiert in einer Reduzierung der
Proteinbelegung auf 22 %. Gleichzeitig sinkt der mittlere Doménenradius auf 80 nm. Der
erhohte Belegungsgrad im Vergleich zu Annexin Al ldsst sich mit der gréBeren

Proteingrundfliache erkléren.
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Abbildung 4.13: Tapping-Modus SFM-Aufnahmen von Annexin A2t auf POPC/POPS-Membranen
mit einem POPS-Anteil von 5 %. Die Calciumkonzentration betrug A) 0.05 mM und B) 1.0 mM.
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4.5 Ermittlung der kinetischen Adsorptionsparameter von
Annexin Al mit Hilfe von dynamischen Monte Carlo-

Simulationen

4.5.1 Bestimmung der Transportrate

Fiir die korrekte Simulation des Adsorptionsverhaltens von Annexin Al ist die Kenntnis des
Massentransports zur Oberfldche bei der jeweiligen Methode von entscheidender Bedeutung.
Die Flussgeschwindigkeit durch die Messzelle ist durch die Pumpgeschwindigkeit eingestellt
und ist somit bekannt. Allerdings treten beim Transport zur Oberfliche hydrodynamische
Effekte auf, die von der Geometrie der Messzelle bestimmt sind. Bei den QCM-Messungen
wurde eine Messzelle mit zylindersymmetrischer Anordnung verwendet, die eine Staupunkt-
stromung gewihrleistet. Ein Schnitt durch die Messzelle ist in Abbildung 4.14 skizziert. Die
Partikellosung stromt durch einen zentralen Zufluss mit Radius R in Richtung Oberfldche. Die
Austrittsoffnung und die Probenoberfliche sind durch den Abstand /# getrennt. Die
Partikellosung flieBt nach aullen ab und iiber mehrere Ausldsse zuriick in den geschlossenen
Kreislauf. Bei kleinen Reynoldszahlen, d. h. fiir kleine Flussgeschwindigkeiten erhdlt man in

der Nihe der Oberflache eine laminare Stromung.

Symmetrieachse

Abbildung 4.14: A) Geometrie der Staupunktstromung mit den fiir die Betrachtung relevanten
Grofien. Der Fluss der Losung durch die Messzelle ist durch Pfeile, die den Partikelflussvektor

J reprisentieren, angedeutet. B) Stromlinien eines Fluids in Staupunktgeometrie fiir h/ R =1.6fiir
verschiedene Reynoldszahlen nach Adamczyk.”
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Unter Vernachldssigung von spezifischen Wechselwirkungen zwischen den Teilchen, sowie
der Gravitation und hydrodynamischer Wandeffekte ergibt sich fiir die Ratenkonstante des
Transports k folgende Niherung:”'

4
aovaj (@.1)

k, =O.78[ e
mit der mittleren Flussgeschwindigkeit » und dem Radius des Zuflusses R. Der
Diffusionskoeffizient D, der Partikel in Losung ldsst sich mit Hilfe der Stokes-Einstein-
Beziehung berechnen:

kT

D_ = .
67n-r

oo

(4.2)

Dabei sind kg die Boltzmann-Konstante, 7 die Temperatur, 7 die Viskositit des

Losungsmittels und » der Partikelradius. Der Faktor ¢ in Gleichung (4.1) ist abhingig von

dem Verhiltnis % und der Reynoldszahl Re=R-U y mit der kinematischen Viskositét v der

Losung. Fiir % =1.6und Re<10 gilt niherungsweise die Bezichung:®'

&, =1.78+0.186 Re+0.034 Re’ (4.3)

Die bei den QCM-Messungen verwendete Messzelle weist ein Verhiltnis von % <1.6 auf.

Dadurch wird o zu etwas groBeren Werten verschoben.”” AuBierdem gilt Gleichung (4.1) nur
fiir geringe Belegungen, so dass sie in dieser Arbeit nur zur Abschétzung einer maximalen
Transportrate verwendet wird. FEine Betrachtung des Einflusses von 4k, auf die

Adsorptionskinetik findet sich in Abschnitt 4.5.4.5.

4.5.2 Beschreibung des Modells

Die Kinetik einer reversiblen RSA in Abhéngigkeit der Ratenkonstanten fiir Ad- und
Desorption, ko, und ko, wurde in Kapitel 2.5.1 beschrieben. Fiir die dynamischen Monte
Carlo-Simulationen der Bindung von Annexin Al an gemischte Phospholipidbilayer aus
POPC und POPS wurde jedoch keine homogene Oberfliche angenommen, sondern eine
heterogene Oberfliche bestehend aus einer POPC-reichen Matrix und POPS-reichen

Dominen. Wie mit Hilfe von QCM- und Fluoreszenzmessungen gezeigt werden konnte, ist
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die Bindung von Annexin Al an Membranen aus reinem POPC vollkommen reversibel, nur
in der Gegenwart von POPS bleibt Protein irreversibel auf der Membran gebunden. Fiir die
Simulationen wurde daher das in Abbildung 4.15 dargestellte Bindungsmodell angenommen.
Die Bindung auf den POPS-reichen Dominen erfolgt irreversibel mit der Ratenkonstante fiir
die irreversible Adsorption k;;, die Bindung an die POPC-reiche Matrix erfolgt reversibel mit

den Ratenkonstanten k., und k.

Abbildung 4.15: Bindungsmodell von Annexin Al auf einer heterogenen Oberfliche. Nach dem
Transport zur Oberfléiche erfolgt reversible Bindung auf der POPC-reichen Matrix und irreversible
Bindung auf den POPS-reichen Dominen.*

Der Verlauf der Belegung mit der Zeit kann daher nicht mehr durch Gleichung (2.26)
ausgedriickt werden. In den Monte Carlo-Simulationen wurden auf der Simulationsfliche
keine festen Gitterpldtze angenommen, d. h. es ist nicht moglich, reversible und irreversible
Bindungsplétze strikt voneinander zu unterscheiden. Proteine, die am Rand einer Doméne
adsorbieren, werden als irreversibel gebunden angesehen, reduzieren jedoch gleichzeitig die
fiir eine reversible Bindung zur Verfligung stehende Flache. In der Simulation miissen daher
zwei voneinander abhéngige ASF fiir die reversible und die irreversible Bindung definiert

werden. Dies resultiert in zwei Ratengleichungen fiir die reversible Adsorption auf der

Matrix:
do, k JTa ,ol;culk 1 ) koff(a 4.4)
dt 1+ t/
und die irreversible Adsorption auf den Doménen:
de, _k,ra 2 Opu - @ @2) @.5)

i 1+k% (©,)
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4.5.3 Beschreibung des Algorithmus

Fiir die dynamischen Monte Carlo Simulationen der Bindung von Annexin Al an gemischte
Phospholipidbilayer aus POPC und POPS wurde ein partiell reversibles RSA-Modell
verwendet. Es wurde eine heterogene Oberfliche angenommen, die aus einer Doméanenflache
und der umgebenden Fliache bestand. Auf den runden Doménen wurde irreversible Bindung
angenommen, auf der umgebenden Fliche reversible Bindung. Die Gesamtsimulationsfliche
wird mit 4 bezeichnet, die Doménenfldche aufgrund ihres irreversiblen Bindungscharakters
Airr mit der korrespondierenden Ratenkonstante ki, fiir die irreversible Adsorption. Die
umgebende Fliche ist 4., mit der Ratenkonstante k,, Allgemein gilt, dass einem zum
In(r)

off

mit einer

Zeitpunkt ¢ reversibel adsorbierenden Teilchen eine Desorptionszeit 7, =—

Zufallszahl r€ ]0..1] zugeordnet wird, so dass es zum Zeitpunkt ¢+, wieder desorbiert. Die

Informationen fiir jedes dieser Teilchen wird in Listen gespeichert.

1. Die Anzahl der Dominen und deren Anteil an der Gesamtfliche werden
ausgewdhlt. Die Simulationsflache wird generiert, indem fiir jede Doméne eine
xy-Position als Mittelpunkt festgelegt wird. Die Grole der Doménen wird
zufdllig auf Basis einer Gleichverteilung gewihlt (Abbildung 4.16 A).

2. Der Anfangszeitpunkt #, =0 und der Endzeitpunkt fgnq. werden festgelegt. Der

folgende Teil des Algorithmus wird wiederholt, bis die Simulationszeit ¢ den

Endzeitpunkt erreicht hat (¢ =t ).

3. In der Liste L., wird iiberpriift, ob ein reversibel adsorbiertes Teilchen seine
Desorptionszeit erreicht hat und die Desorption gegebenenfalls ausgefiihrt. Es ist
zu beachten, dass dieses Teilchen in der Grenzschicht, d. h. in der Nidhe der
Oberfléache, verbleibt und somit direkt wieder fiir eine Adsorption zur Verfiigung
steht.

4. Eine beliebige xy-Position auf der Oberfliche wird ausgewihlt. Falls die
Oberflache innerhalb eines Radius a des Partikels frei ist, so findet ein

Adsorptionsereignis statt und das Partikel wird in einer Liste erfasst.
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5.

Eine irreversible Adsorption findet statt, falls die sich die gewahlte xy-Position
auf einer Doméne befindet und falls sich innerhalb eines Radius » um die
gewihlte Position eine Domédne befindet. Das bedeutet, dass auch Teilchen, die
nur teilweise auf einer Doméne adsorbieren, als irreversibel adsorbiert gezihlt

werden. Dies ist anschaulich in Abbildung 4.16 B dargestellt.

. . : . . —In(r .. .
Die Simulationszeit wird um Af= _—In() fiir eine reversible und um
revp bulk kon
-In(r) .. . . . . . .
At =——— fiir eine irreversible Adsorption inkrementiert. Sofern noch ein
Airrp bulk kirr
Transport zur Oberfliche notwendig war, wird die Simulationszeit zusétzlich um
1 . .
At =—— inkrementiert.
Ap bulkktr

Der Algorithmus wird ab Schritt 3 wiederholt, bis das Simulationsende erreicht

ist.

Das in den QCM-Experimenten durchgefiihrte Spiilen mit proteinfreiem Puffer wird ebenfalls

beriicksichtigt. Sobald die Simulationszeit den vorher gewdhlten Zeitpunkt des Spiilens

erreicht hat (¢ =t,,, ,, = Inkubationszeit), wird die Teilchenkonzentration p,, =0 gesetzt.

Ab diesem Zeitpunkt sind nur noch Desorptionsereignisse moglich.

1000

300

600

y - Position / nm

200

200 400 600 800 1000
x - Position / nm

Abbildung 4.16: A) Darstellung einer Simulationsfliiche mit 1 pm Kantenliinge und einer relativen
Dominenfliche A;, = 0.3. B) VergroBierter Ausschnitt aus der Simulationsfliche mit reversibel
gebundenen Teilchen (wei) auf der Matrix (schwarz) und irreversibel gebundenen Teilchen (gelb)
auf den Doménen (grau).
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Das Flussdiagramm der verwendeten Simulation ist in Abbildung 4.17 gezeigt. Eine genaue
Beschreibung dieses Flussdiagramms findet sich bei Kastl et al** Eine detaillierte
Beschreibung sowie ein Flussdiagramm des kompletten Simulationsprogramms inklusive der
theoretischen Hintergriinde befinden sich in der Dissertation von Eike Liithgens, der das in

dieser Arbeit verwendete Programm VESAD entwickelt hat.”’
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Abbildung 4.17: Flussdiagramm des Simulationsprogramms ,,VESAD*. Die Heterogenitit der
Oberfliche ist iiber reversible und irreversible Adsorptionsplitze (Doméinen) im Diagramm
beriicksichtigt.”’
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Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens von Annexin A1l an Phospholipidbilayer bestehend
aus POPC und POPS wurden an der Universitit Regensburg von Katja Kastl im Rahmen ihrer
Doktorarbeit Quarzmikrowaage-Messungen durchgefiihrt.”” Dazu wurde auf einem
goldbedampften AT-cut Quarz mit der Resonanzfrequenz von 5 MHz zuerst eine Monolage
aus Oktanthiol chemisorbiert. Auf diesen hydrophoben Layer wurden dann Vesikel aus
POPC/POPS im molaren Verhiltnis 4:1 gespreitet. Aufgrund der hydrophoben
Wechselwirkung der Alkylketten mit den Acylketten der Phospholipide bildete sich ein
Hybridbilayer aus Oktanthiol und Phospholipiden. Der Vorteil dieser Methode ist, dass der
Einfluss des Substrats auf die Zusammensetzung des oberen Monolayers eliminiert wird, die
laterale Diffusion der Lipidmolekiile jedoch erhalten bleibt. Durch detaillierte Studien
konnten Richter et al. zeigen, dass die Verfiigbarkeit von geladenem Lipid in der der
Fliissigkeit zugewandten Seite von gemischten Phospholipidmembranen stark vom Substrat
abhingt. So ist bei festkdrperunterstiitzten Membranen aus DOPC/DOPS (4:1) auf Glimmer
nur ein Anteil von 7 % des geladenen Lipids im oberen Layer anzutreffen.”’

In den QCM-Messungen wurde der Einfluss der Calcium-Konzentration auf das
Adsorptionsverhalten untersucht. Die Bindung von Annexin Al an PS-Kopfgruppen wird
durch Calcium vermittelt. Aulerdem ist anzunehmen, dass Calcium auf die geladenen Serin-
Gruppen eine verbriickende Wirkung ausiibt und sich POPC- und POPS-Molekiile schon vor
der Anbindung von Annexin Al abhingig vom Calciumgehalt entmischen. Diese
Uberlegungen sowie die durchgefiihrten SFM-Messungen lassen daher eine Modellierung der
Oberflache durch eine POPC-reiche Matrix und POPS-reiche Doménen, wie in Kap. 4.5.2

beschrieben, zu.

4.5.4 Parameter der dynamischen Monte Carlo-Simulationen

Im Folgenden sollen die fiir die durchgefiihrten Computersimulationen relevanten Parameter

erldutert und deren Einfluss auf den zeitlichen Verlauf der Bindungskurve diskutiert werden.
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4.5.4.1 Partikelgrofle

Die GroBe eines Annexin Al-Molekiils wurde aus rontgenkristallographischen Daten
abgeschidtzt. Rosengarth kristallisierte vollstdndiges Annexin Al sowohl ohne Calcium als

auch in Gegenwart von 100 mM Calciumacetat.””*' Calciumfreies Annexin A1 kristallisiert in

einer rhombischen Raumgruppe mit den Zellparametern a =63.6 A, b=963 A, c=1274 A
und o= =y=90°. In der Einheitszelle befinden sich acht Molekiile. In Gegenwart von

Calcium weitet sich die Kristallstruktur zu einer tetragonalen FEinheitszelle mit den

Parametern a=b=1294A und c=66.6 A. Der vermehrte Platzbedarf ist leicht
verstandlich, da pro Molekiil acht Calciumionen gebunden werden. Da das Annexin Al-
Molekiil eine trapezdhnliche Form besitzt und mit der groBen Fliche an die Membran
anbindet, lasst sich aus der kurzen Achse die Hohe eines Molekiils zu etwa 3.2 bis 3.3 nm
abschitzen. Die Grundfliche betrigt etwa 6x6 nm”. Fiir die Simulationen wurde daher im

Folgenden fiir die adsorbierenden Partikel ein Durchmesser von 6 nm angenommen.

4.5.4.2 Berechnung des Frequenzabfalls aus der Oberflichenbelegung

Die durchgefiihrten Monte Carlo-Simulationen liefern als Ergebnis den zeitabhidngigen
Belegungsgrad der Oberfliche, die QCM-Messungen jedoch den Abfall der
Resonanzfrequenz aufgrund der gebundenen Masse. Damit die Computersimulationen mit
den Daten aus den QCM-Messungen verglichen werden konnen, muss eine Beziehung
zwischen diesen beiden Gréfen gefunden werden. Unter der Annahme, dass die Proteine nur
eine Monolage bilden und aufgrund ihres kleinen Durchmessers als starr gebundene Partikel
angesehen werden konnen, ldsst sich somit eine lineare Proportionalitit zwischen Belegung
und Frequenzabfall ableiten. Der Proportionalititsfaktor ergibt sich aus dem theoretischen
Frequenzabfall bei einer hundertprozentigen Belegung. Allerdings ldsst sich dieser Faktor
nicht eindeutig bestimmen, da man aus geometrischen Griinden niemals eine vollstindige
Belegung mit runden oder konvexen Partikeln erreichen kann. In den nachfolgenden
Simulationen wurde der Proportionalititsfaktor durch Vergleich der irreversibel gebundenen
Proteine auf einer festgelegten Doméinenfliche mit dem entsprechenden Frequenzabfall
ermittelt. Die Analyse der SFM-Aufnahmen einer POPC/POPS (4:1)-Oberfliche mit

irreversibel gebundenem Annexin Al bei 1 mM Ca®” ergibt eine mittlere Belegung von 0.38.
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Die absolute Belegung ldsst sich daraus unter Beriicksichtigung des jamming [limit

(@ :0.547) zu 0.208 berechnen. Die korrespondierende QCM-Messung weist einen

jam
Frequenzabfall von 19.5 Hz durch irreversibel gebundenes Protein auf. Der

Proportionalititsfaktor P ergibt sich dann zu:

p=B 19S5 g,

_ = 4.6
®,, 0208 (4.6)

Zur besseren Ubersicht werden alle im Folgenden gezeigten Simulationskurven als

Frequenzverlauf dargestellt.

4.5.4.3 Grofle A der Simulationsfliche

Zu Beginn muss die GroBe der simulierten Flache festgelegt werden. In Abbildung 4.18 sind
simulierte Frequenzverldufe mit typischen Parametern bei verschiedenen Kantenlédngen der
Simulationsfliche dargestellt. Es wurde eine heterogene Oberflaiche mit gleich bleibender
Dominengrofle angenommen. Man sieht deutlich, dass der grundlegende Kurvenverlauf
unabhingig von der simulierten Fliche ist. Die Vergroferung zeigt jedoch, dass bei kleinen
Flichen das Rauschen groB ist und mit der Fliche sinkt. Eine Simulationsfliche von 5x5 pm?
wiirde eine ausreichende Reproduzierbarkeit einzelner Simulationen gewdhrleisten.
Allerdings steigt mit der Kantenldnge auch die Dauer fiir einen Simulationsdurchlauf

(Abbildung 4.19).

T T T
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10x 1500 nm 10x 1500 nm
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Abbildung 4.18: Simulierter Frequenzverlauf wihrend der Proteinadsorption bei verschiedenen
Kantenliingen der Simulationsfléiche.
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Da die Ratenkonstanten beim Anpassen der Simulation an die experimentellen Daten sehr oft
verdandert und daher sehr viele Simulationen durchgefiihrt werden mussten, wurde eine
kleinere Simulationsfliche von 1.5x1.5 pum® gewshlt. Um die Reproduzierbarkeit zu testen
und das Rauschen zu minimieren, wurden abschlieBend zehn Simulationen mit gleichen
Parametern durchgefiihrt und gemittelt. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.18 dargestellt. Das
mehrmalige Durchfiihren einer Simulation bei kleiner Simulationsflidche lieferte somit die
gleichen Ergebnisse wie eine einzelne Simulation bei groBler Flache. Die bendtigte Zeit ist

jedoch wesentlich geringer.

800 ]
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400} ]
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Abbildung 4.19: Relative Rechenzeit einer einzelnen (schwarz) Simulation in Abhiingigkeit von der
Simulationsfliche und Gesamtrechenzeit von zehn (rot) Simulationen.

Alle folgenden Simulationskurven zeigen den Mittelwert aus zehn Simulationen auf einer

Simulationsfliche von 1.5%1.5 um?.

4.5.4.4 Einfluss der Teilchenzahldichte Np

Fiir die QCM-Messungen wurde die Proteinkonzentration durch die Extinktion bei 280 nm
bestimmt. Das Gesamtvolumen setzt sich aus den Volumina der Schlduche, des
Probengefifles und der Messkammer zusammen und betrdgt 2 mL. Die Konzentration von
Annexin Al im geschlossenen Kreislauf betrug 0.4 pM, dies entspricht einer
Teilchenzahldichte von 2.41-10* m~. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass bei der

Monte Carlo-Simulation die Teilchenzahldichte ab dem Zeitpunkt 7 =0 konstant bleibt und



Adsorptionsverhalten von Annexin Al und A2t 87

dem angegebenen Wert entspricht (bei Vernachlédssigung des Verlustes durch die Adsorption
an der Oberfliche), wihrend in den Experimenten ein gradueller Anstieg der
Proteinkonzentration in der Messzelle anzunehmen ist. Das im Probengefill vorgelegte
Protein wird durch Schlduche zur Messzelle transportiert. Wéhrenddessen kommt es zu
Vermischung mit proteinfreiem Puffer, so dass es eine bestimmte Zeit dauert, bis die
Proteinkonzentration konstant ist. Abbildung 4.20 zeigt, wie der Verlauf der
Adsorptionskinetik  bei  typischen  Simulationsparametern von der eingestellten
Teilchenzahldichte abhdngt. Im Anfangsbereich verlaufen die Kurven mit zunehmender
Konzentration steiler. AufBlerdem wird bei kleinen Konzentrationen keine vollstdndige
Belegung der Doménen erreicht. Bei hohen Teilchendichten ist der Einfluss auf den
Kurvenverlauf nach dem Spiilen geringer, d. h. die Doménen sind nahezu vollstindig belegt,
allerdings zeigt sich ein Unterschied vor dem Spiilen durch mehr reversibel gebundene

Partikel bei hoherer Konzentration.

——N, =0.6:10"m”
—N, = 1.2.10° m? Simulationsparameter:

— 100 3T i ]
........ el
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20f N |
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Abbildung 4.20: Simulierte Resonanzfrequenzverliufe bei unterschiedlichen Teilchenzahldichten
Np.

Fiir die Anpassung der Simulationen an die experimentellen Daten wurde bei langen
Inkubationszeiten (Spiilen nach mehr als 10 Minuten) eine Konzentration von 2.41-10*° m™
angenommen, bei kiirzeren Zeiten wurde eine mittlere Teilchendichte entsprechend

Kapitel 4.5.5.2 (Gleichung (4.8)) verwendet.
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4.5.4.5 FEinfluss der Transportkonstante K,

Die Ratenkonstante des Transports, ki, kann nach Gl. (4.1) abgeschétzt werden. Der Einfluss
von ki auf den simulierten Frequenzverlauf der Adsorption ist in Abbildung 4.21 dargestellt.
Analog zur Teilchenzahldichte beeinflusst die Transportkonstante die Anfangssteigung der
Kurven. Eine hohere Transportkonstante resultiert in einer schnelleren Anbindung. Bei
gegebener Teilchenzahldichte und einer starken irreversiblen Bindung kann die
Transportkonstante durch Vergleich der Kurvenverldufe zu Beginn der Messung ermittelt
werden. Sehr kleine Werte von ki verhindern eine vollstindige Belegung der Doménen auch
nach sehr langen Zeiten. Bei grolen Werten von ki wird der Einfluss auf den Kurvenverlauf
zunehmend geringer, da dann der Transport im Vergleich zur Anbindung nicht mehr der

geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist.

0 | .
—k, = 0.510" m-s™
——k, = 1.0-10"ms" |  Simulationsparameter:
.= 5.010"ms" b =107 m.s"
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Abbildung 4.21: Simulierter Frequenzverlauf wihrend einer Proteinadsorption bei verschiedenen
Werten fiir K.

4.5.4.6 Einfluss der kinetischen Ratenkonstanten K,,, K. und K

Der Einfluss der Ratenkonstanten fiir die reversible Adsorption (kon, kofr) und die irreversible
Adsorption (ki) soll im  Folgenden anhand von Kurvenscharen mehrerer
Computersimulationen erldutert werden. Ein Parameter wurde jeweils verdndert, die anderen
beiden konstant gehalten. Die Groflen wurden in Bereichen variiert, die in den spéteren

Betrachtungen der Anbindung von Annexin A1 verwendet wurden.
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Die Ratenkonstante ko, bestimmt hauptsédchlich die Differenz der Frequenzénderung vor und
nach dem Spiilen. Eine starke reversible Anbindung vergrofert diese Differenz, kleine Werte
bedeuten, dass die Frequenzinderung hauptsichlich von irreversibel gebundenen Partikeln
hervorgerufen wird. Die Ratenkonstante der Desorption bestimmt einerseits den Verlauf der
Kurve nach dem Spiilen. Je groBer ko ist, desto steiler ist der Kurvenverlauf in diesem
Bereich. Auflerdem bestimmt ko, wie lange reversibel gebundene Teilchen vor dem Spiilen
auf der Oberfliche verbleiben. Bei kleinen Werten ist die Desorption langsam und der
Frequenzabfall ist groBer, bei groBen Werten verbleiben die reversibel adsorbierten Partikel
nur kurz auf der Oberfliche, so dass der Frequenzabfall hauptsidchlich durch irreversibel

gebundene Partikel hervorgerufen wird.
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Abbildung 4.22: Simulierte Resonanzfrequenzverliufe fiir verschiedene Werte von A) Ky, B) Kop,
C) koff-

Die irreversible Adsorption (ki) beeinflusst stark den Frequenzshift, der nach dem Spiilen
erreicht wird. Bei groBen Werten von ki, werden die Doménen schnell mit Partikeln belegt
und abgesittigt. Es resultiert ein schneller Abfall der Resonanzfrequenz in den ersten

Sekunden und es wird ein Gleichgewicht vor dem Spiilen erreicht, wenn keine irreversible
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Bindung aufgrund der hohen Belegung mehr moglich ist. Der Frequenzshift nach dem Spiilen
entspricht einer vollstindigen Belegung der Doménen. Bei kleinen Werten von k. ist der
Frequenzabfall zu Beginn der Simulation deutlich langsamer und es wird keine vollstandige
Belegung der Dominen erreicht. Der Frequenzshift nach dem Spiilen entspricht dann einer
unvollstindigen Belegung der Doménen.

Der Frequenzverlauf nach dem Spiilen wird ausschlieBlich durch k¢ bestimmt, dies

lasst sich sofort aus GI. (4.4) ableiten, wenn die Teilchendichte p, , =0 gesetzt wird. Es

ergibt sich dann

d®
Ttl =~k ;0O,, (4.7)

so dass sich ko durch einen exponentiellen Fit an die Messdaten abschétzen ldsst (Abbildung

4.23).
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Abbildung 4.23: Exponentielle Anpassung des Resonanzfrequenzverlaufs nach dem Spiilen zur
Abschitzung von K.

4.5.4.7 Festlegung der Doméanenfliche

Die in Kapitel 4.4 beschriebene grain-Analyse der rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen
ergab fir 1.0 mM Ca’" eine mittlere Belegung der Oberfliche mit irreversibel gebundenem
Annexin Al von 38 %. Durch die Beriicksichtigung des jamming limit von 0.547 konnte die

absolute Proteinbelegung zu 20.8 % berechnet werden. Die Festlegung der Doménenflache
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auf 38 % im Modell der RSA fiihrt jedoch bei dem gewédhlten Doménenradius von 50 nm bei
einer vollstindigen Belegung der Doménen zu einer groferen Oberflichenbelegung, da die in
Kap. 4.5.2 gezeigten Randeffekte irreversibel gebundene Teilchen zulassen, die teilweise
aullerhalb der Doménen liegen. Fiir einen Belegungsgrad von 20.8 % muss die
Domaénenflache daher kleiner gewéhlt werden. Die Durchfiihrung mehrerer Simulationen mit
variierende Dominenfliche und anschlieBende Auswertung der Belegung mit irreversibel
gebundenen Partikeln ergab, dass eine Dominenfliche von 33.5 % bei vollstindiger
irreversibler Belegung einen Gesamtbelegungsgrad von 20.8 % lieferte. Dieser Wert von

33.5 % wurde als Ausgangspunkt bei 1.0 mM Ca®" gewihlt.

4.5.4.8 Einfluss der Domiinengrofle

SFM-Aufnahmen von irreversibel adsorbierten Annexin Al auf POPC/POPS-Membranen
zeigten bei einem POPS-Anteil von 20 % und 1.0 mM Ca®" einen mittleren Doménenradius
von 50 nm. In den Computersimulationen besitzt der Dominenradius jedoch einen
bedeutenden Einfluss auf den kinetischen Verlauf der Adsorption, da irreversible Adsorption

auch im Randbereich der Doménen stattfinden kann.
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Abbildung 4.24: Abhiingigkeit der irreversiblen Oberflichenbelegung vom mittleren
Domiinenradius bei gleich bleibender Gesamtdomiinenfliche von 33.5 %. Eine steigende
Doménengrofle wird bei konstanter Simulationsfliiche durch eine Erniedrigung der Doméiinenanzahl
erreicht.
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Je kleiner die Doménen sind, desto groBer sind auch deren Randbereiche und damit die
Flache, die fiir irreversible Adsorption zur Verfligung steht. Mit steigendem Doméanenradius
nédhert sich die irreversible Belegung immer mehr dem jamming limit an, wahrend bei sehr
kleinen Dominen eine deutlich hohere Belegung erzielt wird. Abbildung 4.24 zeigt die
Abhidngigkeit der irreversiblen Belegung der Simulationsfliche vom mittleren
Dominenradius bei einer Gesamtdoménenfliche von 33.5 %. Auf einer 1.5x1.5 um® groBen
Simulationsflache entspricht ein mittlerer Doménenradius von 15 nm fast 1000 Doménen,

wihrend bei nur 5 Doménen ein mittlerer Radius von 210 nm erhalten wird.

4.5.5 Anpassen der Simulationen an die QCM-Messungen in Abhingigkeit

von der Calcium-Konzentration und der Inkubationszeit

Die QCM-Messungen umfassten die Bindungskurven von Annexin A1 an POPC/POPS (4:1)
bei Calciumkonzentrationen von 0.01 mM, 0.05 mM, 0.1 mM, 0.5 mM und 1 mM. Eine
komplette Messreihe bei allen Calciumkonzentrationen wurde nur mit einer Inkubationszeit
von 10 Minuten durchgefiihrt. Messungen mit Inkubationszeiten von 30 Minuten und von

30 bis 120 Sekunden lagen nicht fiir alle Calciumkonzentrationen vor.
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Abbildung 4.25: Zeitlicher Resonanzfrequenzverlauf eines S MHz-Quarzes nach Zugabe von 0.4 pM
Annexin Al zu einer POPC/POPS (4:1)-Membran. Nach 600 s wurde mit proteinfreiem Puffer
gespiilt. Die experimentellen Daten sind in rot dargestellt, die durch Computersimulation erhaltene
Kurve in schwarz.
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Ein Maximalwert fiir die Transportkonstante kann nach Gleichung (4.1) berechnet werden.

Bei der verwendeten Pumpgeschwindigkeit von 0.35 mL/min ergibt sich damit
k. =8-10"m-s™". Der Vergleich von simulierten Kurven mit den experimentellen Daten im
Anfangsbereich der Adsorptionskurve zeigte jedoch eine bessere Ubereinstimmung fiir

k,=1-10°m-s™". Dieser Wert wurde fiir alle weiteren Simulationen verwendet.

4.5.5.1 Abhingigkeit von der Calcium-Konzentration
A) Inkubationszeit t;,x = 10 Minuten

Die Ergebnisse der Computersimulationen und der QCM-Messungen sind in Abbildung 4.26
dargestellt. Alle experimentellen Kurven lassen sich hinreichend gut simulieren. Die
Domiénenfliche nimmt mit der Calciumkonzentration ab, dies war aus den
Rasterkraftmikroskop-Aufnahmen zu erwarten. Die verwendeten Simulationsparameter sind

in Tabelle 5 zusammengefasst.
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Abbildung 4.26: Zeitliche Resonanzfrequenzinderung eines 5 MHz-Quarzes nach der Zugabe von
04 pM Annexin Al zu POPC/POPS (4:1)-Membranen bei unterschiedlichen
Calciumkonzentrationen und einer Inkubationszeit von 10 Minuten. Die mit der Quarzmikrowaage
gemessenen Daten sind in rot dargestellt, die durch Computersimulationen ermittelten Kurven in
schwarz. Der mittlere Dominenradius betrug bei allen Simulationen 50 nm.
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Der beobachtete Frequenzshift nach dem Spiilen hdngt stark von der Calciumkonzentration
ab. Die irreversible Bindung erfolgt im Allgemeinen schneller als die reversible Bindung, so
dass der Kurvenverlauf am Anfang hauptsichlich von ;i beeinflusst wird. Die grolen Werte
von ki zeigen auch, dass auf den Dominen sehr schnell eine hohe Belegung erreicht wird.
Ein Abnehmen der irreversiblen Belegung kann daher nur durch eine Verringerung der
Doménenfldche simuliert werden. So sinkt der Anteil der Doménenflache von 33.5 % bei
1.00 mM Ca®" auf 6.5 % bei 0.01 mM Ca”*". Damit ist eine Reduzierung der irreversibel
belegten Fliche von 20.8 % auf 3.5 % verbunden. Die Belegungen von 20.8 % bei
1.00 mM Ca®" und 83 % bei 0.05 mM Ca’" stimmen sehr gut mit den aus den
rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen berechneten Belegungen iiberein. Die Anzahl der
Dominen in der 1.5x1.5 pm® grofen Simulationsfliche wurde im Vorfeld so gewihlt, dass

der mittlere Radius etwa 50 nm betrug.

Tabelle 5: Aus den Computersimulationen durch Anpassung an die experimentellen
Frequenzverliufe ermittelte kinetische Parameter und Eigenschaften der Simulationsoberfliche fiir
eine Inkubationszeit von 10 Minuten und konstantem mittlerem Doménenradius.

o(Ca?™)/ Kon / Kogr / K/ Kirr / rela"tive Doménen- mittl.erer belegte
mM [ 10°ms' | 5T | 10°m | 10° ms! D‘;Ei'l‘l‘:“' anzahl Ra::::s ""| Friche
0.01 3.0 0.007 4.3 2.0 0.065 17 49.6 0.035
0.05 5.2 0.007 7.4 2.5 0.150 37 51.1 0.083
0.10 7.0 0.005 14.0 5.0 0.240 61 50.1 0.137
0.50 16.8 0.010 16.8 60 0.255 64 50.3 0.158
1.00 12.0 0.007 17.1 70 0.335 85 50.3 0.208

Sowohl die Bindungskonstante K = Kon der reversiblen Bindung als auch die irreversible

off
Bindungskonstante ki, nehmen mit steigendem Calciumgehalt zu. Die Simulationsparameter
bei 0.5 mM und 1.0 mM Ca®" weisen nur geringe Unterschiede auf. Die Anderung des
Frequenzabfalls wird hier hauptsdchlich durch die unterschiedliche Doménenflidche erreicht.
Die QCM-Kurven bei diesen Ca*"-Konzentrationen zeigen in den ersten 200 Sekunden einen
deutlich  steileren  Frequenzabfall —auf, als die Messungen bei kleineren
Calciumkonzentrationen. Auffillig ist der Unterschied zwischen 0.1 und 0.5 mM Ca®’, es
wird annihernd der gleiche Frequenzshift nach dem Spiilen erreicht, bei 0.1 mM Ca*" erfolgt

die Anbindung jedoch deutlich langsamer. In den Simulationsparametern zeigt sich dies in
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einer dhnlichen Dominenfliche, wihrend die irreversible Bindung bei 0.1 mM Ca®" eine um
den Faktor 12 verringerte Ratenkonstante aufweist. Ab 0.1 mM Ca®" ergibt sich ein
Frequenzshift vor und nach dem Spiilen von 4.6 - 5.2 Hz. Dies macht sich einer geringen
Verianderung der reversiblen Bindungskonstante K bemerkbar. Der auffallend grof3e Wert fiir
kosr bel 0.5 mM Ca*" wird durch einen grofBeren Wert flr k., ausgeglichen. Bei 0.05 mM Ca*"
betréigt der Frequenzanstieg nach dem Spiilen nur noch 3.3 Hz, bei 0.01 mM Ca”*" sogar nur
noch 2.3 Hz. Dies fiihrt wie erwartet zu einer deutlichen Verringerung von K. Da sich hier die
Ratenkonstante der Desorption ko mit der Calciumkonzentration nicht dndert, verringert sich
ko, mit sinkendem Ca**-Gehalt.

Die irreversible Bindungskonstante ki, weist zwischen 0.1 mM und 0.5 mM Ca*"
einen Sprung auf. Vergleicht man sowohl die Werte bei 0.01, 0.05 und 0.1 mM Ca*" als auch
die Werte bei 0.5 und 1.0 mM Ca”" miteinander, so fillt auf, dass sich die ki-Werte jeweils
nur wenig verdndern. Die irreversible Bindung ist also bei kleinen Calciumgehalten stark

verlangsamt.

Im Gegensatz zu den rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen weisen die auf der
Simulationsflache generierten Doménen eine relativ breite GroBenverteilung auf. Um den
Einfluss der Dominengrofle zu iiberpriifen wurden ein weiteres Mal Monte Carlo-
Simulationen durchgefiihrt und an die in Abbildung 4.26 gezeigten Adsorptionskurven
angepasst. Ausgehend von der Messung bei 1.0 mM Ca** wurde nun nicht die mittlere
Doménengrofle konstant gehalten, sondern deren Anzahl. Ein kleinerer Anteil der
Doménenflache resultierte somit in kleineren Doménen. Die Simulationskurven sowie die
QCM-Messkurven sind in Abbildung 4.27 dargestellt und die dazugehorigen

Simulationsparameter in Tabelle 6 zusammengefasst.
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Abbildung 4.27: Zeitliche Resonanzfrequenzinderung eines S MHz-Quarzes nach der Zugabe von
04 pM Annexin Al zu POPC/POPS (4:1)-Membranen bei unterschiedlichen
Calciumkonzentrationen und einer Inkubationszeit von 10 Minuten. Die mit der Quarzmikrowaage
gemessenen Daten sind in rot dargestellt, die durch Computersimulationen ermittelten Kurven in
schwarz. Die Simulationen wurden mit gleich bleibender Doménenanzahl durchgefiihrt.

Tabelle 6: Aus den Computersimulationen durch Anpassung an die experimentellen
Frequenzverliufe ermittelte kinetische Parameter und Eigenschaften der Simulationsoberfliche fiir
eine Inkubationszeit von 10 Minuten und konstanter Domiinenanzahl.

c(Ca™) / Kon / Kogr / K/ Kirr / Dﬁ::‘;:l‘;en_ Doménen- Iﬁg;lie;.sef belegte

mM 10® m-s™ s 10°m | 10° m-s™ v anzahl Flache
fliche nm

0.01 3.0 0.007 4.3 2.0 0.055 85 20.2 0.036
0.05 5.2 0.007 7.4 2.5 0.140 85 32.2 0.084
0.10 7.0 0.005 14.0 5.0 0.235 85 42.0 0.138
0.50 16.8 0.010 16.8 50 0.250 85 43.0 0.157
1.00 12.0 0.007 17.1 70 0.335 85 50.3 0.208

B) Inkubationszeit 30 Minuten

Zusétzlich zu den bisher gezeigten Messungen wurden mit der QCM Bindungskurven auf
einer lingeren Zeitskala aufgenommen. Der Zeitpunkt des Spiilens mit proteinfreiem Puffer

wurde bei etwa 30 Minuten gewahlt. Mit Hilfe dieser Experimente sollte untersucht werden,
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ob sich die Reversibilitdt der Bindung bei langen Inkubationszeiten dndert. Die Ergebnisse
der Computersimulationen und der QCM-Messungen sind in Abbildung 4.28 dargestellt und

die verwendeten Simulationsparameter in Tabelle 7 zusammengefasst.
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Abbildung 4.28: Zeitliche Resonanzfrequenzinderung eines 5 MHz-Quarzes nach der Zugabe von
04 pM Annexin Al zu POPC/POPS (4:1)-Membranen bei unterschiedlichen
Calciumkonzentrationen und einer Inkubationszeit von 30 Minuten. Die mit der Quarzmikrowaage
gemessenen Daten sind in rot dargestellt, die durch Computersimulationen ermittelten Kurven in
schwarz. Der mittlere Doménenradius betrug bei allen Simulationen 50 nm.

Mit zunehmendem Calciumgehalt steigt die gemessene Frequenzénderung und damit in den
Simulationen die von den Doménenen eingenommene Fliche. Als mittlerer Doménenradius
wurde wieder 50 nm gewéhlt. Auch die kinetischen Parameter zeigen ein dhnliches Verhalten
wie bei den Messungen, bei denen nach 10 Minuten gespiilt wurde. Die reversible
Bindungskonstante K ist bei 0.05 mM Ca" deutlich kleiner als bei héheren Calciumgehalten,
wihrend ki; bei 1.0 mM Ca®" deutlich groBer ist, als bei den beiden niedrigen
Calciumkonzentrationen. Auffillig ist allerdings, dass fiir die Ratenkonstanten der reversiblen
Bindung (kon und ko), verglichen mit den Messungen mit einer Inkubationszeit von
10 Minuten, kleinere Werte ermittelt werden. Die Werte von K liegen jedoch im gleichen
Bereich. Nach dem Spiilen mit proteinfreiem Puffer, wo nur Desorption stattfindet, ist der
Frequenzanstieg flacher als bei kiirzeren Inkubationszeiten. Die Reversibilitdt scheint nach

langerer Adsorptionszeit eingeschriankt zu sein.
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Tabelle 7: Aus den Computersimulationen durch Anpassung an die experimentellen
Frequenzverliufe ermittelte kinetische Parameter und Eigenschaften der Simulationsoberfliche fiir
eine Inkubationszeit von 30 Minuten und konstantem mittlerem Doménenradius.

C(Caz+) / Kon / Kotr / K/ Kipr / relative Dominen- | Domiinen-
mM 10® m-s™ s’ 10°m | 10° m-s™ fliche anzahl
0.05 2.5 0.003 8.3 8.0 0.135 34
0.10 7.5 0.0035 21.4 3.5 0.275 70
1.00 8.5 0.005 17.0 80 0.335 85

4.5.5.2 Abhingigkeit von der Inkubationszeit

Motiviert durch die Befunde, dass die Inkubationszeit Einfluss auf das Desorptionsverhalten
von Annexin Al auf POPC/POPS-Oberflichen besitzt, wurden zusétzlich QCM-Messungen
durchgefiihrt, bei denen der Bindungsprozess sehr friith unterbrochen wurde. Es wurde schon
nach 30 - 120 Sekunden mit proteinfreiem Puffer gespiilt. Dadurch sollte aufgeklart werden,
ob zu Beginn der Anbindung bereits Doménen vorhanden sind, auf denen irreversible
Adsorption stattfinden kann, oder ob sich diese erst wédhrend des Bindungsprozesses
ausbilden. Bei der Durchfiihrung der Monte Carlo-Simulationen trat jedoch das Problem auf,
dass die Proteinkonzentration nach der Zugabe nicht direkt ihren Endwert erreicht, sondern
dass bei der Bewegung der Proteinlosung durch den Schlauch und in der Messzelle selbst eine
Verdiinnung  auftritt. Daher miisste bei kurzen Messzeiten eine ansteigende
Proteinkonzentration beriicksichtigt werden. Das Simulationsprogramm bietet jedoch nicht
diese Moglichkeit. Zur Quantifizierung dieses Problems wurde die
Resonanzfrequenzidnderung eines Quarzes nach Erhéhung der NaCl-Konzentration von
100 mM auf 150 mM gemessen. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.29 dargestellt. Die
Anderung der Salzkonzentration resultiert in einer Resonanzfrequenzinderung von
Af=-15 Hz. Die Anderung erfolgt zu Beginn annihernd linear und der Endwert ist nach etwa

60 Sekunden erreicht.
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Abbildung 4.29: Zeitliche Resonanzfrequenzinderung eines 5 MHz-Quarzes nach Erhohung der
NaCl-Konzentration von 100 mM auf 150 mM.

Um dieses Verhalten zu beriicksichtigen wurde in den Simulationen mit kurzen
Inkubationszeiten die Teilchenzahldichte angepasst. Dazu wurde angenommen, dass diese
innerhalb der ersten 60 Sekunden im Mittel die Hélfte des Endwerts betrdgt. Fiir kleine

Inkubationszeiten ¢ gilt somit flir die mittlere Teilchenzahldichte N

N’=%$- fiir £ < 60s
1 6(S) =60 (4.8)
N’=(E—S+ S]-N fiir 7 > 60s
t t

A) Calciumkonzentration C(Ca2+) = 1.0 mM

Bei einer Calciumkonzentration von 1.0 mM wurden QCM-Messungen durchgefiihrt, bei
denen nach sehr kurzer Zeit (35 und 75 Sekunden) gespiilt wurde. Zu diesen Messungen
wurden Simulationen durchgefiihrt, die auf den gleichen Parametern basierten, wie die bereits
gezeigten Experimente mit langen Inkubationszeiten. Es wurden Doménen mit einem
mittleren Radius von 50 nm angenommen, die 33.5 % der Simulationsfliche einnahmen. Die
Frequenzverldufe der QCM-Messungen sowie die Ergebnisse der Simulationen sind in

Abbildung 4.30 dargestellt und die Simulationsparameter in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Abbildung 4.30: Zeitliche Resonanzfrequenzinderung eines 5 MHz-Quarzes nach der Zugabe von
0.4 pM Annexin Al zu POPC/POPS (4:1)-Membranen bei einer Calciumkonzentrationen von
1.0 mM und unterschiedlicher Inkubationszeit. Die mit der Quarzmikrowaage gemessenen Daten
sind in rot dargestellt, die durch Computersimulationen ermittelten Kurven in schwarz. Der mittlere
Domiéinenradius betrug bei allen Simulationen 50 nm.

Bei den kurzen Inkubationszeiten ist nach dem Spiilen kein Frequenzanstieg zu erkennen, die

Bindung ist innerhalb der ersten 75 Sekunden vollstindig irreversibel. Die simulierten Kurven

stimmen gut mit den experimentellen Daten {iberein, nur bei #,x = 75 Sekunden zeigt die

Simulation schon einen geringen reversiblen Bindungscharakter. Die QCM-Kurven bis

tmk = 10 Minuten konnten mit den gleichen kinetischen Parametern angepasst werden. Nur bei

einer Inkubationszeit von 30 Minuten zeigt sich eine kleine Abweichung in k. AuBBerdem

sind ko, und kosr etwas kleiner, die reversible Bindungskonstante K ist jedoch gleich.

Tabelle 8: Aus

den Computersimulationen durch Anpassung an die experimentellen

Frequenzverlidufe ermittelte kinetische Parameter und Eigenschaften der Simulationsoberfliche bei
einer Calciumkonzentration von 1.0 mM.

tink Kon /10 m-s™ | Ko/ 8™ | K/10°m | kir / 10° mes™ | belegte Fliiche
35 Sekunden 12.0 0.007 17.1 70 0.066
75 Sekunden 12.0 0.007 17.1 70 0.181
10 Minuten 12.0 0.007 17.1 70 0.208
30 Minuten 8.5 0.005 17.0 80 0.211
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B) Calciumkonzentration C(Ca2+) =0.5 mM

Bei einer Calciumkonzentration von 0.5 mM wurden Messungen mit Inkubationszeiten von
34 und 90 Sekunden, sowie 10 Minuten durchgefiihrt. Fiir die Computersimulationen wurden
Domidnen mit einem mittleren Radius von 50 nm angenommen, die 25.5 % der
Simulationsflache einnahmen. Die experimentellen und simulierten Frequenzverldufe sind in

Abbildung 4.31 dargestellt und die Simulationsparameter in Tabelle 9 zusammengefasst.
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Abbildung 4.31: Zeitliche Resonanzfrequenzinderung eines S MHz-Quarzes nach der Zugabe von
0.4 pM Annexin Al zu POPC/POPS (4:1)-Membranen bei einer Calciumkonzentration von 0.5 mM
und unterschiedlichen Inkubationszeiten. Die mit der Quarzmikrowaage gemessenen Daten sind in
rot dargestellt, die durch Computersimulationen ermittelten Kurven in schwarz.

Auch hier zeigt sich, dass die Bindung innerhalb der ersten 90 Sekunden fast vollstindig
irreversibel ist. Allerdings ist nach dem Spiilen ein geringer Frequenzanstieg zu beobachten.
Dies deutet im Vergleich zu den Messungen bei 1.0 mM Ca®" darauf hin, dass die reversible
Bindung eine etwas stirkere Bedeutung spielt. Alle drei Messkurven lieen sich mit den

gleichen kinetischen Parametern mit guter Ubereinstimmung simulieren.
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Tabelle 9: Aus

den Computersimulationen durch Anpassung an die

experimentellen

Frequenzverliufe ermittelte kinetische Parameter und Eigenschaften der Simulationsoberfliche bei
einer Calciumkonzentration von 0.5 mM.

tiak Kon / 10° mes™ | Koge/s™ | K/10°m | Ky /10° m-s™ | belegte Fliiche
34 Sekunden 16.8 0.010 16.8 60 0.060
90 Sekunden 16.8 0.010 16.8 60 0.144
10 Minuten 16.8 0.010 16.8 60 0.158

C) Calciumkonzentration c(Ca*") = 0.05 mM

Abbildung 4.32 zeigt die Ergebnisse der bei 0.05 mM Ca®" durchgefiihrten QCM-Messungen
und der entsprechenden Computersimulationen. Es wurden Doménen mit einem mittleren
Radius von 50 nm angenommen, die 15.0 % der Simulationsfliche einnahmen. Die

Simulationsparameter sind in Tabelle 10 zusammengefasst.
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Abbildung 4.32: Zeitliche Resonanzfrequenzinderung eines S MHz-Quarzes nach der Zugabe von
0.4 pnM Annexin Al zu POPC/POPS (4:1)-Membranen einer Calciumkonzentration von 0.05 mM
und unterschiedlichen Inkubationszeiten. Die mit der Quarzmikrowaage gemessenen Daten sind in
rot dargestellt, die durch Computersimulationen ermittelten Kurven in schwarz.

Um eine gute Anpassung der simulierten Frequenzverldufe an die experimentellen Daten zu
erreichen, mussten k,, und kosr mit der Inkubationszeit variiert werden. Die reversible

Bindungskonstante K wurde jedoch konstant gehalten. Bei allen Simulationen wurde die
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gleiche irreversible Bindungskonstante ki, verwendet. Bei einer Inkubationszeit von 108
Sekunden ist ein deutlicher Frequenzanstieg nach dem Spiilen zu beobachten. Der reversible
Bindungscharakter ist bei 0.05 mM Ca®" bei kurzen Inkubationszeiten stirker ausgeprigt als

bei hoheren Calciumkonzentrationen.

Tabelle 10: Aus den Computersimulationen durch Anpassung an die experimentellen
Frequenzverliufe ermittelte kinetische Parameter und Eigenschaften der Simulationsoberfliche bei
einer Calciumkonzentration von 0.05 mM.

i Kon /10 mes™ | Kogr /87 | K/10°m | Ky / 10° m-s™ | belegte Fliiche
35 Sekunden 8.0 0.010 8.0 2.5 0.016
108 Sekunden 8.0 0.010 8.0 2.5 0.057
12 Minuten 5.6 0.007 8.0 25 0.083
30 Minuten 3.2 0.004 8.0 25 0.088

4.6 Zusammenfassung und Diskussion

Die beiden untersuchten Annexine Al und A2t binden calciumvermittelt an
Phospholipidmembranen, die Serin-Kopfgruppen enthalten. Der reversible Bindungscharakter
der Annexine Al und A2t auf festkdrperunterstiitzten POPC/POPS-Membranen wurde schon
ausfithrlich von Kastl und Ross untersucht, es fehlte jedoch ein ausreichendes
Bindungsmodell, welches das teilweise reversible Bindungsverhalten beschrieb.*'7° Sowohl
Quarzmikrowaage-Messungen als auch rasterkraftmikroskopische Aufnahmen auf Glimmer
lieBen den Schluss zu, dass sich eine heterogene Oberfliche mit unterschiedlichen
Bindungseigenschaften ausbildet. Allerdings konnten die SFM-Aufnahmen auf Glimmer
aufgrund der geringen Proteinbelegung nicht die Ergebnisse der QCM-Messungen erkléren,
die auf eine wesentlich groere Belegung hindeuteten. Dies ist im Einfluss des Substrats auf
die Verfiigbarkeit von geladenen Lipidkopfgruppen an der Membranoberfliache begriindet. In
festkorperunterstiitzten Hybridmembranen, wie sie in den QCM-Experimenten verwendet
wurden, hat das Substrat jedoch keinen Einfluss, da die Lipide keine flip-flop - Bewegung
durchfithren konnen. Im Gegensatz zu Glimmer ist der Einfluss einer Siliziumdioxid-

Oberfldache auf die Ladungsverteilung im dariiberliegenden Bilayer gering. Daher wurden in
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dieser Arbeit Messmethoden wie Ellipsometrie und Rasterkraftmikroskopie eingesetzt, bei
denen Si0,-Oberflachen verwendet werden konnen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Ellipsometrie-Messungen zur Untersuchung der
Bindungskinetik von Annexin Al und A2t auf festkorperunterstiitzten POPC/POPS-
Membranen auf Si/SiO, ergaben jedoch keine neuen Erkenntnisse liber die Bindungskinetik.
Zwar konnte der Anbindungsprozess an die Membran gut beobachtet werden, dieser zeigte
jedoch keine signifikante Abhingigkeit von der Membranzusammensetzung (Annexin Al)
und der Calciumkonzentration (Al und A2t). Auch der Desorptionsprozess zeigte nicht das
erwartete exponentielle Verhalten, wie bei den Experimenten mit der Quarzmikrowaage.
Griinde dafiir konnten einerseits die unterschiedliche Zellgeometrie sein, die in der Messzelle
des Ellipsometers andere Stromungsverhéltnisse bedingt als in der QCM-Messkammer. Im
Gegensatz zur Quarzmikrowaagen-Technik, bei der Verdnderungen auf der Oberfliche
akustisch, d. h. liber die Verdnderung der Resonanzfrequenz, gemessen werden, ist die
Ellipsometrie eine optische Methode. Man erhélt eine gemittelte Schichtdicke basierend auf
dem Modell eines homogenen Films. Kleinen Defekte in der Membran oder Proteinaggregate
bewirken in den beiden Methoden unterschiedliche Antworten des Messsignals und kdnnen
daher nicht ohne Einschrinkungen miteinander verglichen werden. Die Untersuchungen auf
den strukturierten Lipidstreifen zeigten aulerdem, dass die unspezifische Proteinadsorption
auf dem Substrat eine sehr groBe Rolle spielt. Ansatzweise war dies auch schon in den
Fluoreszenzaufnahmen zu erkennen, iiberraschenderweise war die unspezifische Bindung von
Annexin A2t auf SiO; noch stérker als die Bindung auf der Membran. Auch die vorherige
Passivierung durch die Adsorption von BSA konnte die unspezifische Anindung von Annexin
A2t nicht vollstindig unterdriicken.

Die laterale Organisation von Annexin Al und A2t auf POPC/POPS-Membranen
wurde mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie bei unterschiedlichen
Membranzusammensetzungen und Calciumkonzentrationen untersucht. Dabei zeigte sich
deutlich die vermutete Doménenstruktur auf der Oberfliche. Nach der Bindung beider
Proteine zeigten sich groBtenteils runde Bereiche (Doménen), in denen das Protein
irreversibel gebunden war, wihrend auferhalb dieser Bereiche (Matrix) keine
Proteinanbindung zu sehen war. Bei der Adsorption von Annexin Al stieg die irreversible
Belegung mit steigendem POPS-Anteil von 0.22 bei 5 % POPS auf 0.38 bei 20 % POPS bei
1.0 mM Ca®". Gleichzeitig sank die Belegung bei geringerem Calciumgehalt. Die mittlere
Grofle der Domédnen nahm mit zunehmender Belegung ab und war bei der hochsten Belegung

nicht mehr eindeutig zu bestimmen. Bei 5 % POPS-Anteil war jedoch kein signifikanter
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Einfluss der Calciumkonzentration auf die Doménengréfe (mittlerer Doménenradius 140 nm)
festzustellen.

Die laterale Organisation von Annexin A2t wurde nur auf POPC/POPS (95:5)-
Membranen untersucht, da auf diesen Proben die Belegung klein genug ist, um die
Domaénenstruktur ausreichend gut aufzulosen. Hier zeigte sich eine Verringerung der
irreversiblen Belegung von 0.31 auf 0.22 bei Erniedrigung der Calciumkonzentration von 1.0
mM auf 0.05 mM. Gleichzeitig sank der mittlere Doménenradius von 155 nm auf 80 nm. Es
ist moglich, dass bei Annexin A2t die Calciumionen einen zusétzlichen verbriickenden Effekt
zwischen einzelnen Proteinmolekiilen ausiiben.

Auf Basis dieser Erkenntnisse iiber die laterale Organisation von Annexin Al auf
POPC/POPS-Membranen wurden zu den bereits vorliegenden QCM-Messungen dynamische
Monte Carlo-Simulationen mit einem Algorithmus der zufdlligen sequentiellen Adsorption
(RSA) auf einer heterogenen Simulationsoberfliche durchgefiihrt. Diese bestand aus
reversiblen Bindungspldtzen, der Matrix, und runden Doménen, auf denen irreversible
Bindung mdglich war. Aus der Anpassung der Simulationen an die experimentellen Daten
lieBen sich dann die kinetischen Ratenkonstanten der einzelnen Bindungsschritte ermitteln
und Erkenntnisse liber die Belegung der Oberfliche und die relative Doménenfliche in
Abhingigkeit der Calciumkonzentration und der Inkubationszeit gewinnen.

Bei Inkubationszeiten von 10 und 30 Minuten wurde ein Gleichgewicht in der
Belegung erreicht und die irreversibel belegte Fliche stieg von 3.5 % bei 0.01 mM Ca®*" auf
20.8 % bei 1.0 mM Ca*". Gleichzeitig stieg bei gleich bleibender DoménengrdBe deren Anteil
an der Simulationsfliche von 6.5 % auf 33.5 %. AuBlerdem zeigten die Proteinbelegungen
sehr gute Ubereinstimmung mit den rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen. Ein Anteil
der Doménenfldache von 33.5 % aus den Simulationen und der hohe Belegungsgrad von 38 %
in den rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen bei einer Calciumkonzentration von
1.0 mM scheinen im Widerspruch mit der Membranzusammensetzung (POPC/POPS 4:1) zu
stehen. Dies kann jedoch damit begriindet werden, dass sich POPC und POPS-Molekiile in
der Membran nicht vollstindig entmischen. In den Doménen sind die POPS-Molekiile
lediglich angereichert und es befindet sich noch ein kleiner Teil POPC in diesen Bereichen.
Eine Domaénenfldache von 35 % wurde auch schon von Janshoff et al. in DPPC/DPPS (4:1)-
Membranen beobachtet.”® Zusitzlich wiirde die Anwesenheit vereinzelter POPS-Molekiile in
der Matrix das reversible Bindungsverhalten der Annexine erkldren.

Die Simulationen mit calciumabhéngiger Dominengrofle lieferten insgesamt die

gleichen Ergebnisse fiir die irreversibel belegte Fldche und die kinetischen Ratenkonstanten,
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so dass eventuell ungenaue Annahmen der Doménengrof3en aus den SFM-Aufnahmen keinen
Einfluss auf die Ergebnisse der Simulationen haben.

Bei der Betrachtung der kinetischen Ratenkonstanten in Abhingigkeit von der
Calciumkonzentration bei einer Inkubationszeit von 10 Minuten zeigt sich, dass sowohl die
reversible Bindungskonstante K als auch die irreversible Bindungskonstante ki, mit der
Calciumkonzentration ansteigen. In der in Abbildung 4.33 dargestellten halblogarithmischen
Auftragung dieser beiden Groflen gegen die Calciumkonzentration sieht man jedoch deutlich,
dass es jeweils zwei Bereiche gibt, in denen die Werte relativ dhnlich sind. So steigt K
zwischen 0.01 mM und 0.05 mM Ca”" nur leicht an (von 4.3 auf 7.4-10° m) und macht bei
einer Erhdhung auf 0.1 mM Ca”" einen Sprung auf 14.0-10° m. Eine weitere Erhohung des
Calciumgehalts bewirkt danach lediglich eine Steigerung von K auf 17.1-10° m. Die
irreversible Bindungskonstante ki, zeigt diesen Sprung zwischen 0.1 und 0.5 mM Ca*". Hier

steigt sie von 5.0 auf 60-10° m's™ an.
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Abbildung 4.33: Abhiingigkeit der Bindungskonstanten K (A) und Kk;, (B) von der
Calciumkonzentration in halblogarithmischer Auftragung bei einer Inkubationszeit von 10 Minuten.

Bei der Bindung von Annexin Al an die Phospholipidmembran fungieren Calciumionen als
Vermittler zwischen negativ geladenen Bindungsstellen am Annexin und den negativ
geladenen Serin-Kopfgruppen. Das Annexin Al besitzt insgesamt acht Bindungsstellen an der
membranzugewandten Seite und bindet aufgrund seiner Grofe an mehrere Serine gleichzeitig.
Die drastische Erhohung der irreversiblen Bindungskonstante konnte damit
zusammenhdngen, dass bei kleinen Calciumkonzentrationen nicht alle Bindungsstellen am
Annexin Al belegt sind und die Bindung daher etwas schwicher ist. Dieser Effekt hitte einen
kleineren Einfluss auf die reversible Bindung, da hier keine oder nur einzelne Serin-Gruppen

an der Bindung beteiligt sind. Insgesamt wird die reversible Bindungskonstante schwécher
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von der Calciumkonzentration beeinflusst als die irreversible, da die Bindung nicht so stark ist
und die Verbriickung durch die Calciumionen im gesamten Konzentrationsbereich eine
geringere Rolle spielt.

Aus den Simulationen zu den QCM-Messungen mit unterschiedlichen
Inkubationszeiten zeigt sich, dass sowohl die reversible und die irreversible Bindung, als auch
die Doménenstruktur unabhingig von der Inkubationszeit sind. Die Doménen miissen also
schon vor der Proteinzugabe vorhanden sein und wurden auch durch
rasterkraftmikroskopische Untersuchungen auf Glimmer nachgewiesen.”” Bei den in dieser
Arbeit untersuchten Lipidmembranen auf Si/SiO, lassen sich diese Domédnen aufgrund des
geringen Hohenunterschieds von 0.4 nm nicht beobachten, da die Rauhigkeit des Substrats
wesentlich groBer ist als die einer Glimmeroberfliche. Bei der Betrachtung der reversiblen
Ratenkonstanten ko, und ko féllt jedoch ein Zusammenhang mit der Inkubationszeit auf. Bei
langen Inkubationszeiten ab 10 Minuten sinkt die Desorptionsrate, wihrend die reversible
Bindungskonstante = K  gleich  bleiben muss, da der Kurvenverlauf der
Resonanzfrequenzénderung unabhingig von der Inkubationszeit ist. Einzelne Proteine, die zu
Beginn reversibel gebunden sind, scheinen bei langer Inkubationszeit stirker gebunden zu
werden, so dass sie beim Spiilen mit proteinfreiem Puffer langsamer von der Oberflache
desorbieren. Allerdings bleiben sie isoliert auf der Matrix und gehen nicht in einen
irreversibel gebundenen Zustand iiber, da der irreversible Bindungsanteil sich zwischen
10 Minuten und 30 Minuten nicht mehr éndert.

Das Adsorptionsverhalten bei kurzen Inkubationszeiten unterhalb von 2 Minuten zeigt
jedoch eine Abhingigkeit von der Calciumkonzentration. Bei hohen Ca®"-Gehalten (0.5 und
1.0 mM) tritt innerhalb der ersten 90 Sekunden ausschlielich irreversible Bindung auf,
wihrend bei 0.05 mM Ca®* nach 108 Sekunden schon ein deutlicher reversibler
Bindungsanteil zu beobachten ist. Grundsitzlich findet in den ersten Sekunden jedoch
ausschlieBlich irreversible Bindung statt. Bei niedrigen Calciumkonzentrationen ist die
Dominenfliche mit 15 % bei 0.05 mM Ca”>" jedoch deutlich geringer, so dass die reversible
Bindung hier schon nach kurzer Zeit einen groBeren Einfluss auf die Adsorptionskurve hat,

als bei hoheren Calciumkonzentrationen mit Doméinenflichen von 33.5 % bei 1.0 mM Ca>".
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S Thermotropes Phasenverhalten von

festkorperunterstiitzten Lipidmembranen

In diesem Kapitel wird das thermotrope Phasenverhalten von mikrostrukturierten
festkorperunterstiitzten Lipidmembranen beschrieben. Als Grundlage dienen Messungen mit
einem bildgebenden Ellipsometer, so dass sowohl die Anderung der Membrandicke, als auch
die der Membranflache, als Messgroflen vorliegen. Die Vorteile zu bisher durchgefiihrten
Untersuchungen mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie sind ein geringerer Zeitaufwand fiir die
einzelnen Messungen sowie der nichtinvasive Charakter der ellipsometrischen Untersuchung.
Die vertikale Auflosung des Ellipsometers ist mit der eines Rasterkraftmikroskops
vergleichbar, die laterale Auflosung mit etwa 1 pm jedoch deutlich geringer. Die verwendeten
Membranstrukturen weisen eine Breite von 15 um und eine Linge von etwa 1 mm auf, so
dass das laterale Auflésungsvermogen fiir die Auswertung ausreichend ist. AuBlerdem kann
ein 200x300 pm® groBer Bildausschnitt untersucht werden, der damit deutlich groBer ist als
ein Bildausschnitt eines herkdmmlichen Rasterkraftmikroskops.

In den folgenden Kapiteln wird das thermotrope Phasenverhalten von DMPC auf
Silizium/Siliziumdioxid diskutiert. AnschlieBend werden die Abhéngigkeiten von dem
verwendeten Substrat und der Kettenlinge der Lipidacylketten untersucht und die
kooperativen Eigenschaften der Hauptphasenumwandlung sowie die Bestimmung eines
Kooperativitdtsparameters vorgestellt. Weiterhin wird der Einfluss von Cholesterol auf den
temperaturabhingigen Verlauf der Membrandicke und —fliche untersucht und abschlieBend
soll die Bildung einer interdigitierten Phase in DMPC in Anwesenheit von Ethanol
nachgewiesen werden.

Fiir eine Auswertung der ellipsometrischen Daten und die Ermittlung der korrekten

Membrandicken ist die Kenntnis der Brechungsindizes im verwendeten System nétig. Daher
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wurde im Rahmen dieser Arbeit der Brechungsindex einer festkorperunterstiitzten

mikrostrukturierten DMPC-Membran explizit bestimmt.

5.1 Kooperativitiat der Hauptphasenumwandlung

Die Hauptphasenumwandlung von der Gelphase zur fluiden Phase in Lipidmembranen weist
normalerweise einen mehr oder weniger breiten Ubergangsbereich auf und keine fest
definierte Temperatur. Die Breite dieses Ubergangsbereichs wird durch die Kooperativitit der
Phasenumwandlung bestimmt. Kooperativitit bedeutet, dass der Phaseniibergang eines
einzelnen Lipids durch den Ubergang der benachbarten Molekiile beeinflusst wird. Wihrend
der Phasenumwandlung bilden sich zusammenhédngende Bereiche in der Membran, in denen
alle Molekiile gleichzeitig in die fluide Phase iibergehen, wihrend in anderen Bereichen die
Lipide noch mit geordneten Ketten vorliegen. Fiir hochreines DPPC wurden mit hoch
sensitiver DSC Kooperativititszellen von mehr als 1000 Molekiilen gefunden.” Marsh et al.
entwickelten 1976 ein Modell fiir diesen kooperativen Ubergang auf Basis der Zimm-Bragg
Theorie fiir den kooperativen Helix-Kniuel-Ubergang.’* Dies ermoglicht die Berechnung der
Anzahl von Molekiilen in den verschiedenen Zustinden im Verlauf des Phaseniibergangs.
Diese Berechnung wird durch einen Kooperativititsparameter charakterisiert, der aus der
Grenzflachenenergie zwischen den fluiden und den geordneten Bereichen innerhalb eines
Phospholipidbilayers resultiert. Er ist auBerdem ein MaB fiir die Breite des Ubergangs und die
effektive GroBe einer Kooperativititszelle. In diesem Modell werden drei Zustédnde
angenommen, in denen sich ein Lipidmolekiil wihrend des Phaseniibergangs befinden kann.
Der geordnete oder feste Zustand s (solid), der fluide Zustand f und ein Zustand i fiir
Molekiile, die sich gerade im Phaseniibergang befinden. Die freien Energien der Lipide in den
verschiedenen Zustinden setzt sich aus der inneren Energie eines Molekiils, den
intermolekularen van der Waals-Kriften zwischen den Ketten, der elektrostatischen
Wechselwirkung zwischen den polaren Kopfgruppen und der Konfigurationsenergie
innerhalb einer Kette zusammen. In der Grenzfliche zwischen geordneten und fluiden
Bereichen besitzen die Molekiile aufgrund von Packungsfehlstellen eine erhdhte innere
Energie, so dass dieser Zustand energetisch ungiinstiger ist. Dies ldsst sich dadurch erkldren,
dass die Abnahme der attraktiven van der Waals-Kréfte nicht durch den Gewinn an
Konfigurationsentropie kompensierbar ist. Diese Grenzfldchenenergie bewirkt daher eine

Reduzierung der Anzahl an Lipiden in der Grenzfliche und flihrt somit zur Kooperativitit.
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Anwendung der statistischen Mechanik fiir Kettenmolekiile nach Flory® fiihrt zur Definition

des Kooperativitdtsparameters o als

o=exp(—F,/RT) (5.1)

mit der Grenzfldchenenergie F; und dem statistischen Gewicht von Molekiilen in der fluiden

Phase, die auch ausschlieBlich von fluiden Molekiilen umgeben sind
¢p=exp(—F,/RT) (5.2)

mit deren freier Energie Fy bezogen auf die freie Energie der Molekiille im geordneten

Zustand. Der Anteil an Molekiilen €1in der fluiden Phase kann ausgedriickt werden als

1 o1
O=—1 . 5.3
2[ +,/(¢—1)2+4a¢] )

Der Mittelpunkt des Phaseniibergangs ist dann durch 8=0.5 definiert, auBerdem gilt noch

¢=1. Im Bereich um diesen Mittelpunkt kann die Temperaturabhidngigkeit von ¢in einer

Taylorreihe entwickelt werden, so dass fiir ¢ =1 gilt:

W (r-1,) (5.4)

=1+
o=

mit der molaren Phaseniibergangsenthalpie AH., und der Phaseniibergangstemperatur 7y, Die

Breite der Phasenumwandlung kann aus (5.3) und (5.4) berechnet werden:

2
AT, =2 XL

. (5.5)

| cal

Aus Gleichung (5.5) ist deutlich ersichtlich, dass o ein Parameter fiir die Kooperativitit ist. Es
gilt:

o< 1: Kooperativitit

o= 1: keine Kooperativitit

o> 1: negative Kooperativitit.



Thermotropes Phasenverhalten von festkorperunterstiitzten Lipidmembranen 111

Je kleiner o, desto groBer ist die Kooperativitit und desto schmaler der Phaseniibergang.

Unter der Annahme, dass der Ubergang aus der Gelphase in die fliissige Phase eine Reaktion

pseudo-erster Ordnung mit der Gleichgewichtskonstanten K = (1 G)@) ist, kann Gleichung
(5.5) in ihrer van’t Hoff — Form dargestellt werden. Es ergibt sich dann folgender
Zusammenhang:

AH :—AHCal . (5.6)

Jo

Die Temperaturabhéngigkeit des Grades des Phaseniibergangs ist dann gleichbedeutend mit

einem gleichzeitigen Phaseniibergang von n = %/— Molekiilen. Die Grole n = %/— kann
o o

auch als die Anzahl der Molekiile in einer Kooperativitdtszelle interpretiert werden und ist
direkt mit der mittleren Gréfe der Bereiche im geordneten und fluiden Zustand korreliert.”*”°
Nach Differenzierung von Gleichung (5.3) unter Verwendung von Gleichung (5.4) ergibt sich
im Bereich der Phasenumwandlung:

AH
% :L_czal (5.7)
dT|,  4Jo RT,

Durch Auftragung von @ gegen 1/T ergibt sich um den Mittelpunkt der Phasenumwandlung
ein linearer Verlauf mit der Steigung

AIical (58)

4Ro

m =

Aus experimentellen Daten ldsst sich dann bei bekannter Phasenumwandlungsenthalpie der

Kooperativititsparameter o bestimmen.

5.2 Bestimmung des Brechungsindex eines mikrostrukturierten

festkorperunterstiitzten DMPC-Bilayers

In der Literatur findet man fiir die Bestimmung der Brechungsindizes von Lipidlayern eine
Vielzahl von Methoden, die auflerdem unterschiedliche Ergebnisse liefern. Untersuchungen

von Lipidmonolagen an der Wasser-Luft-Grenzfliche mit Hilfe der Null-Ellipsometrie und
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der Brewsterwinkel-Mikroskopie wurden ebenso durchgefiihrt wie ATIR-Messungen an Luft

57,58,97-99

und in wissrigem Medium. Eine neuere Methode ist die optische Lichtleiter-

Spektroskopie (OWLS und CPWR), die unter anderem zur Untersuchung der optischen

100,101 . :
%11 Die untersuchten Systeme weisen

Anisotropie in Lipidmembranen verwendet wurde.
jedoch Unterschiede in der Priaparation und der Hydratation der Lipidlayer auf, wodurch auch
die vielféltigen Ergebnisse erkldrt werden konnen. So findet man in der Literatur Werte

97,102 v -
*77 Die spezielle

zwischen 1.4 und 1.5 fiir die Brechungsindizes von Lipidmembranen.
Priparationsart des Vesikelspreitens in Kapillaren zur Erzeugung mikrostrukturierter
Lipidmembranen weist jedoch einige Besonderheiten auf, die eine getrennte Bestimmung des
Brechungsindex nahe legen. AuBBerdem sind eine Reihe von SFM - Messungen vorhanden, die
als Hohenstandard fiir die Brechungsindex-Bestimmung verwendet werden konnen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Methode der spektroskopischen Ellipsometrie verwendet,
um den Brechungsindex von mikrostrukturierten DMPC - Bilayern auf einer Siliziumdioxid -
Oberflache zu bestimmen. Dazu wurde eine Probe im Wellenldngenbereich von 480 - 580 nm
untersucht und die erhaltenen Verldufe von Delta und Psi mit zwei unterschiedlichen
Modellen analysiert. Der Brechungsindex wurde einmal als unabhéngig und einmal abhéngig

von der Wellenlinge des  eingestrahlten  Lichts angenommen. Fiir die

Wellenldngenabhéngigkeit wurde das Cauchy-Modell bis n; (s. Gleichung (2.9)) gewihlt:

n(A)=n+-=. (5.9)

Da Brechungsindex und Schichtdicke stark korreliert sind, wurde fiir die Schichtdicke ein
durch SFM - Messungen bestimmter Wert von 4.3 nm angenommen. Das Ergebnis der
Messung ist in Abbildung 5.1 dargestellt. Die Anpassung der Modelle an die experimentellen
Daten liefert n=1.533+0.008 fiir das wellenldingenunabhéingige Modell und

n,=1.518+0.010 und 7, =4050£1080 nm’ fiir das Cauchy-Modell. Fiir das Cauchy-Modell

ergibt sich damit ein Brechungsindex bei der verwendeten Laserwellenlinge von 532 nm

A =1.532+0.010. Man erhilt somit fiir beide Modelle das gleiche Ergebnis fiir den

532 nm

Brechungsindex.
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Abbildung 5.1: Verlauf der ellipsometrischen Winkel Delta (m) und Psi (A) in Abhiingigkeit von der
Wellenléinge fiir mikrostrukturierte DMPC-Bilayer mit der entsprechenden Anpassung nach
Cauchy.

5.3 Untersuchung des thermotropen Phasenverhaltens von

DMPC

Die Hauptphasenumwandlung (Pgr — L) von DMPC wird in der Literatur mit

T, =23.6+1.5°C wund einer Phasenumwandlungsenthalpie von AH_=6.0+24 kLall
mo

angegeben.”” Die Hauptphasenumwandlung einer Lipidmembran ist verbunden mit einer
Schichtdickenerniedrigung um 0.5 - 1.1 nm und einer lateralen Flichenausdehnung um
24 %.'°%19 Mit Hilfe der bildgebenden Ellipsometrie kénnen diese beiden Effekte simultan in
einem einzelnen Experiment untersucht werden. Dazu wurde ein einzelner Lipidstreifen auf
einem Si/SiO, - Substrat prapariert und die Schichtdicke sowie die relative Fliache dieses
Lipidstreifens in Abhéngigkeit von der Temperatur gemessen. Abbildung 5.2 zeigt die aus
den aufgenommenen ,Delta-Maps® berechneten Schichtdickenbilder bei verschiedenen
Temperaturen. Die obere Reihe wurde wihrend des Heizprozesses aufgenommen, die untere
Reihe stellt die gleiche Probe wihrend des Abkiihlens dar. Bei 14.1 °C ist ein scharf
abgegrenzter Lipidstreifen mit einer Breite von 15 pm und einer mittleren Hohe von 4.5 nm
zu erkennen. Mit zunehmender Temperatur sinkt die Bilayerdicke und die Breite des

Lipidstreifens steigt auf etwa 20 um. Aullerdem sind ab 37.5 °C UnregelmiBigkeiten an den
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Réindern der Membran zu erkennen, der Bilayer dehnt sich also nicht vollkommen
gleichmdfBig aus. Beim Abkiihlen der Probe steigt die Schichtdicke wieder an und die
Membran zieht sich wieder zusammen, so dass bei 13.1 °C der Ausgangszustand wieder
hergestellt ist. Aulerdem ist zu erkennen, dass die Form des Lipidstreifens nach dem
Aufheizen und Abkiihlen und dem damit verbundenen Ubergang der Lipide aus der Gelphase
in die fluide Phase und zuriick in die Gelphase nicht verdndert wird. Der Bereich des
urspriinglichen Streifens scheint somit ein bevorzugter Aufenthaltsort der Lipidmolekiile zu
sein. Dies ldsst sich durch den FEinfluss von geringen Unterschieden in der

Oberflachenbeschaffenheit erkléren.

T=46.3°C

-0nm

— ﬂ

T=335°C T=299°C T=258°C T=131°C

Abbildung 5.2: Ortsaufgeloste Schichtdickeninformation eines DMPC-Streifens auf Si/SiO, bei
verschiedenen Temperaturen. Die GroBe der Bilder betriigt 70x140 pm®.

In Abbildung 5.3 sind die typischen Verldufe der Schichtdicke und der relativen
Flachendnderung mit der Temperatur dargestellt. Die vollen Symbole zeigen jeweils den
Heizzyklus und die offenen Symbole den Abkiihlprozess. Die Werte fiir die

Hauptphasenumwandlungstemperatur 7, ergeben sich aus einem empirischen sigmoidalen Fit
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nach Gleichung (5.10), der in den Abbildungen als durchgezogene, bzw. gestrichelte Linie
dargestellt ist:
Al — Az

1+exp(T_T‘“)
dT

Hierbei bezeichnet y die Schichtdicke, bzw. den Flachenanteil der Membran, 4; den Wert

(5.10)

dieser Grofle bei niedrigen und 4, den Wert bei hohen Temperaturen. T, ist die Temperatur
im Mittelpunkt zwischen 4; und 4, und d7 ist ein MaB fiir die Steilheit des Ubergangs von A4
nach 4,. Die Schichtdicke d sinkt von 4.5 nm bei 12.4 °C auf 3.1 nm bei T >37.5 °C. Dies
entspricht einer Reduzierung um 31 %. Die Hauptphasenumwandlungstemperatur betragt

T,, =25.0£0.3 °C. Beim Abkiihlen der Probe steigt die Schichtdicke wieder auf 4.3 nm bei

10.0 °C an, der Prozess ist fast vollstindig reversibel. Allerdings ist zwischen Heiz- und

Kiihlzyklus eine Hysterese zu beobachten. Fiir den Kiihlzyklus wird 7 =22.9+0.6 °C

bestimmt, die Abkiihlkurve ist um etwa 2 °C zu kleineren Temperaturen verschoben. Dieses
Verhalten wurde auch bei Untersuchungen der thermotropen Phasenumwandlung mit Hilfe
von temperaturkontrollierten SFM-Messungen gefunden.'®'" Auffillig ist der breite
Temperaturbereich der Phasenumwandlung von 12 °C, der auf eine verringerte Kooperativitit
des Ubergangs im Vergleich zu vesikulidren Systemen schlieBen ldsst (sieche Kapitel 5.1 und

5.9).
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Abbildung 5.3: Verlauf der Schichtdicke d und der normierten Membranfliche AA/A eines
strukturierten DMPC-Bilayers auf Si/SiO, mit steigender (m) und sinkender (o) Temperatur. Die
angegebenen Phasenumwandlungstemperaturen sind Ergebnisse der sigmoidalen Anpassung.

Die relative Flichenidnderung des Bilayers mit der Temperatur zeigt das gleiche Verhalten
wie die Schichtdicke. Sie folgt ebenfalls einem sigmoidalen Verlauf und die

Phasenumwandlungstemperatur 1dsst sich aus der Heizkurve zu T, =26.710.4 °C
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bestimmen. Die Abkiihlkurve ist um etwa 3 °C zu niedrigeren Temperaturen verschoben. Die
Flachenausdehnung betrdgt nach dem Phaseniibergang 30 % bei 46.3 °C und weist nach dem
Abktihlen fast vollstindig reversibles Verhalten auf, bei 7'<17.1 °C weicht die Fliche nur

um 3 % von der urspriinglichen Fliche zu Beginn des Experiments ab.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere Messungen des thermotropen
Phaseniibergangsverhaltens von DMPC durchgefiihrt. Fiir die Auswertung wurden nur die
Daten wéhrend des Autheizens der Probe verwendet. Der Mittelwert der

Hauptphasenumwandlungstemperatur  betrdgt aus 12 Messungen der Schichtdicke

T, (Ad)=262%1.6 °C und  aus 11 Messungen  der  Flicheninderung

T, (AA) =27.0£23°C. Der Temperaturbereich der Phasenumwandlung betragt

AT, =11-15°C.

5.4 Abhingigkeit des Phasenverhaltens von der Oberflache

Um zu Uberpriifen, ob das Phasenverhalten von festkdrperunterstiitzten Lipidmembranen vom
Substrat abhéngig ist, wurden ergéinzend zu den Messungen auf Si/SiO; spezielle Glastrager
der Firma Nanofilm, so genannte Optislides, als Substrat verwendet. Diese bestehen aus
einem Standard BK7-Objekttrager, die mit einer hoch reflektierenden Schicht Ta,Os und
zusdtzlich mit einer Schicht SiO, bedampft wurden. Der Aufbau ist in Abbildung 2.9

schematisch dargestellt.

5.4.1 Charakterisierung der Optislides

Die Charakterisierung des Optislides erfolgte durch winkelabhdngige Messungen der
ellipsometrischen Parameter Delta und Psi an Luft. Der Einfallswinkel wurde zwischen 50 °©
und 70 ° variiert. Es wurden zwei Optislides untersucht. Optislide 1 wurde mit Isopropanol
und viel Reinstwasser gespiilt, was dem Zustand vor der Hydrophilisierung entspricht,

Optislide 2 wurde in NH3:H,0,:H,O (1:1:5) bei 70 °C behandelt. Diese Behandlung wurde



Thermotropes Phasenverhalten von festkdrperunterstiitzten Lipidmembranen 117

bei den fiir die Erzeugung mikrostrukturierter Lipidmembranen verwendeten Optislides
durchgefiihrt.

Abbildung 5.4 A zeigt die Verldufe der ellipsometrischen Winkel Delta und Psi in
Abhéngigkeit vom Einfallswinkel fiir ein Optislide vor (1) und nach (2) der
Hydrophilisierung. Die Anpassung der Schichtdicken der beiden Layer an die

experimentellen Daten ergab die in Abbildung 5.4 B zusammengefassten Ergebnisse.

A , , B
160 Eje. opides |5
. 140}
~ b 20 [}
8 120} =
o n Optislide | d;/nm d, / nm
a) 115 &
100+ 1 87.0+02 | 7.8+0.3
80} {10 2 88.0+02|2.0=+£03

50 55 60 65 70
Einfallswinkel / °

Abbildung 5.4: A) Abhingigkeit der ellipsometrischen Winkel Delta (m, 0) und Psi (m, 0) vom
Einfallswinkel vor (Optislide 1) und nach (Optislide 2) der Hydrophilisierung der Oberfliche. Linien
sind Ergebnisse der Anpassung des optischen Modells fiir variierende Schichtdicken d; und d, an die
experimentellen Daten. B) Aus A) resultierende Schichtdicken fiir ein Optislide vor (1) und nach (2)
der Hydrophilisierung.

Die innen liegende Ta,Os-Schicht wird durch die Oberflichenbehandlung nicht beeinflusst,
die Schichtdicke liegt bei 87 — 88 nm. Allerdings wird die au3en liegende SiO,-Schicht durch

die Hydrophilisierung von 7.8 nm auf 2.0 nm reduziert.

5.4.2 Untersuchung des Hauptphasenumwandlung von DMPC auf
Optislides

In Abbildung 5.5 sind die Verldufe der Schichtdicke und der Fldchendnderung eines DMPC-
Lipidstreifens mit der Temperatur dargestellt. Die Messung auf einem Optislide zeigt sowohl
in der Schichtdicke als auch der Flichenausdehnung einen sigmoidalen Verlauf mit einer

Hauptphasenumwandlungstemperatur von Ty, = 25.2 °C und einem Ubergangsbereich von

etwa 10 °C. Die Bilayerdicke sinkt um 33 %, wihrend die Flichenausdehnung bei 33.7 °C
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23 % betrdgt. Der Vergleich mit einer Messung von DMPC auf Si/SiO; zeigt, dass sich

Schichtdicke und Fldche unabhédngig vom Substrat mit der Temperatur verdandern.
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Abbildung 5.5: Vergleich der normierte Verliufe der Schichtdicke (A) und der Membranfliche (B)
eines DMPC-Streifens mit der Temperatur auf einem Optislide mit einem Si/SiO,-Substrat.

Der thermotrope Phaseniibergang von DMPC wird somit nicht davon beeinflusst, ob die
darunter liegende SiO,-Schicht durch chemische Oxidation von Silizium oder durch
Aufdampfen auf einen Ta,Os-Layer erzeugt wurde. Allerdings ist der Anwendungsbereich der
Optislides beschrédnkt, da sich bei hoheren Temperaturen (ab ca. 40 °C) UnregelmifBigkeiten
auf der Oberfliche bildeten. Die ,Delta-Map* eines DMPC-Streifens bei 40.6 °C
(Abbildung 5.6 B) zeigt starke Kontrastunterschiede auf dem Substrat, die eine korrekte
Bestimmung der Membranschichtdicke und der Ausdehnung erschweren. Auch bei
anschlieBender Erniedrigung der Temperatur bleiben diese UnregelmiBigkeiten erhalten.
Ellipsometrie-Messungen auf herkdmmlichen BK7-Glastrager sind im Allgemeinen sehr
schwer durchzufiihren, da die Reflektivitit sehr gering ist und sich der Brechungsindex nur
wenig von biologischen Materialien unterscheidet (ngg7 = 1.528). Eine Alternative bieten

jedoch stirker brechende Glasarten, wie z. B. Schwerflint (nsg10 = 1.73).



Thermotropes Phasenverhalten von festkdrperunterstiitzten Lipidmembranen 119

microns

> i bl T i 7

1 T T I I T T I T T |
EII 2|EI 4‘EI 6:] BIEI 1IZ‘IEI 12|EI 1EIE| 2EI|IJ 0 20 40 A0 30 100 120 140 160 180 200
microns microns

Abbildung 5.6: ,,Delta-Map* eines DMPC-Lipidstreifens auf einem Optislide bei A) T = 21.0 °C,
B) T =40.6 °C.

5.5 Abhangigkeit des Phaseniibergangsverhaltens von der
Kettenlange

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden auller DMPC noch festkorperunterstiitzte Bilayer
aus diC;sPC und DPPC auf ihr thermotropes Phasenverhalten untersucht. Diese Lipide
besitzen ldngere  Kohlenwasserstoffketten = und  weisen daher eine  hdhere

Phasenumwandlungstemperatur auf. In der Literatur findet man 7, =33.7£0.8 °C fiir
diCisPC und 7, =41.3£1.8 °C fiir DPPC. Der benétigte Temperaturbereich bis etwa 65 °C

ist fiir die Methode der bildgebenden Ellipsometrie noch zugénglich.

Abbildung 5.7 zeigt die Verldufe der Schichtdicke sowie die normierte Schichtdicke
und die Flichenausdehnung des untersuchten Lipidstreifens mit der Temperatur von DMPC,
diCsPC und DPPC. Unterhalb der Phasenumwandlung steigt die Schichtdicke mit der
Kettenldinge von 4.5 nm fiir Cy4 iiber 5.0 nm fiir C;s auf 5.4 nm fiir C;6. Oberhalb der
Phasenumwandlungstemperatur weisen alle Lipidsysteme eine Schichtdicke von 3.1 - 3.4 nm
auf. In der Gelphase erhohen lingeren Ketten aufgrund ihrer all-trans Konformation die Dicke
des Bilayers. In der fluiden Phase wird der Einfluss der ldngeren Kohlenwasserstoffketten auf
die Schichtdicke durch die erhéhte Mobilitdt der Ketten und die schnellere Isomerisierung der
C-C-Bindungen eliminiert. Wahrend sich die Schichtdicke bei DMPC um 31 % verringert, so
betrdgt dieser Wert fiir diC;sPC schon 35 % und fiir DPPC 40 % (Abbildung 5.7 B). Die
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Phasenumwandlungstemperatur steigt wie erwartet mit der Kettenlinge von 25.0 °C fiir
DMPC auf 37.4 °C fir diCisPC und 46.8 °C fiir DPPC. Der Ubergangsbereich der
Phasenumwandlung sinkt mit der Kettenlinge von 10 °C fir DMPC auf etwa 7 °C fiir
diC;sPC und etwa 4 °C fiir DPPC. Eine direkte Aussage iiber die Kooperativitit ldsst sich
daraus jedoch nicht machen, da die Ubergangsenthalpie ebenfalls von der Kettenlinge
abhingt. Eine detaillierte Betrachtung der Kooperativitét folgt in Kapitel 5.6. Die Analyse der
Flachenausdehnung ergibt Phasenumwandlungstemperaturen von 26.7 °C fiir DMPC, 37.8 °C
fiir diC;sPC und 46.1 °C fiir DPPC. Diese sind vergleichbar mit den Werten, die aus der
Analyse der Schichtdickendnderung erhalten wurden. Die Fldchenausdehnung zeigt jedoch
eine geringe Abhingigkeit von der Kettenldnge der Lipide. Sie betriagt 30 % fiir DMPC, 37 %
fiir diC;sPC und 33 % fiir DPPC. Die Analyse der Fliachenausdehnung ist jedoch stirker
fehlerbehaftet und kann durch das Vorhandensein von Restvesikeln auf dem Bilayer, die bei
Temperaturerhohung aufreilen und spreiten, verfalscht werden (s. Fehlerdiskussion). Eine

Zusammenfassung der Ergebnisse und ein Vergleich mit Literaturdaten folgen in Kap. 5.9.
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Abbildung 5.7: Vergleich der temperaturabhiéingigen Schichtdicke (A), der normierten Schichtdicke
(B) und der Bilayerausdehnung (C) von DMPC (e), diC;sPC (0) und DPPC (m). Die angegebenen
Phasenumwandlungstemperaturen sind die Ergebnisse der sigmoidalen Anpassungen (—).
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5.6 Bestimmung der Kooperativitit der

Hauptphasenumwandlung

Der Kooperativititsparameter ¢ kann nach Gleichung (5.7) ermittelt werden, wobei 6 der
Anteil der Molekiile in der fluiden Phase ist. Aus den durchgefiihrten Messungen mit dem
bildgebenden Ellipsometer liegen die temperaturabhidngigen Verldufe der Membrandicke und
—flache vor. Um aus diesen GroBen den Kooperativitdtsparameter o und damit die GroB3e der

Kooperativitétszelle n bestimmen zu kdnnen, wird davon ausgegangen, dass weit unterhalb

der Phasenumwandlungstemperatur keine Molekiile in der fluiden Phase vorliegen (6=0)

und weit oberhalb sich alle Molekiille in der fluiden Phase befinden (9:1). Fir die

Auswertung wurden die experimentellen Daten fiir Schichtdicke und Membranfliche
zwischen 0 und 1 normiert und gegen 1/T aufgetragen. AnschlieBend wurde bei 7 =T, die
Steigung m ermittelt. Abbildung 5.8 zeigt die entsprechenden Kurven fiir die drei
verwendeten Lipidsysteme und die lineare Anpassung im Bereich des Mittelpunkts der

Phasenumwandlung T,
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Abbildung 5.8: Anteil der Molekiile in der fluiden Phase wihrend der Phasenumwandlung als
Funktion von 1/T fiir DMPC (e), diCsPC (0) und DPPC (m). A) Auswertung der Membrandicke, B)
Auswertung der Membranfliche. Die linearen Fits um T,, sind in rot dargestellt.

Der Kooperativititsparameter o ist nach Gleichung (5.8) gegeben durch:

AH_, Y
G_(_4R-m) (5.11)
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und die GroBe der kooperativen Einheitszelle ist gleich:

n=——=—. (5.12)

Die Auswertung der durchgefiihrten Messungen fithrt zu den in Tabelle 11
zusammengefassten Ergebnissen fiir den Kooperativititsparameter o und die Grofe der

kooperativen Einheitszelle 7.

Tabelle 11: Kooperativititsparameter o und Grofie der kooperativen Einheitszelle n fiir DMPC,
diC;sPC und DPPC.

DMPC diC,sPC DPPC
Steigung m / K -7390 £ 1860 -11950 + 1270 -17160 + 2490
AH ¢ / kJ/mol® 25.1£10.0 31.8+£2.9 343+59
o 0.0104 + 0.0098 0.0064 + 0.0018 0.0036 + 0.0016
n 10+5 12+2 17+4

5.7 Phasenverhalten von DMPC/Cholesterol - Gemischen

5.7.1 Grundlagen

Neben den Phospholipiden sind Sterole ein wichtiger Baustein im Aufbau der Zellmembranen
von Eukaryonten. Thr Anteil betrdgt in den Plasmamembranen 20 - 40 mol%, wihrend
Prokaryonten keinerlei Sterole in den Zellmembranen aufweisen. Fiir Sdugetiere ist
Cholesterol das wichtigste Sterol, widhrend in Pflanzen das Phytosterol und in Pilzen
Ergosterol vorkommt.

Cholesterol besitzt wie die Phospholipide einen amphiphilen Charakter. Das Gonan-
Geriist bildet zusammen mit mehreren Kohlenwasserstoffketten den hydrophoben Bereich,
eine Hydroxyl-Gruppe den hydrophilen (Abbildung 5.9 A). Diese hydrophile Gruppe ist
wesentlich kleiner als die polaren Kopfgruppen der Phospholipide. Daher sind Cholesterol-
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Molekiile hauptsdchlich im hydrophoben Innenbereich einer Phospholipidmembran

positioniert (Abbildung 5.9 B).

B cholesterol

hydrophil

:

Abbildung 5.9: A) Strukturformel von Cholesterol mit hydrophilem und hydrophobem Bereich. B)
Orientierung von Cholesterol in einer Lipidmembran.

hydrophob

L

Das allgemeine Phasendiagramm einer Phosphatidylcholin-Membran mit Cholesterol ist in

£.'% Bei niedrigen

Abbildung 5.10 dargestellt und weist einige bedeutende Eigenschaften au
Cholesterolgehalten zeigt sich eine geringe Gefrierpunktserniedrigung, wihrend bei hohen
Cholesterolgehalten eine neue Phase auftaucht, die erstmals von Ipsen ef al. vorgeschlagen
wurde.'” Diese wird als geordnete fluide Phase bezeichnet, da sie einerseits Eigenschaften
einer fluiden Phase aufweist (fehlende laterale Fernordnung und schnelle laterale Diffusion),

sich  andererseits durch eine hohe konformative Ordnung innerhalb der

Kohlenwasserstoftketten auszeichnet (Abbildung 5.11).
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Abbildung 5.10: Allgemeines Phasendiagramm fiir Lipidmembranen aus Phosphatidylcholinen und
Cholesterol. Die laterale Struktur und Organisation der Membranen bestehend aus geordneten und
ungeordneten Lipidketten sowie Cholesterol ist schematisch dargestellt. Der kritische Punkt ist
durch einen Stern markiert. Die Cholesterol-Konzentration ist in mol% angegeben. T = Temperatur,
Th= Phaseniibergangstemperatur.105

Dies ist einzigartig fiir Cholesterol und andere hohere Sterole und hat grofle Auswirkungen
auf das Verhalten von Lipidmembranen beim Phaseniibergang. Oberhalb der
Phasenumwandlungstemperatur resultiert die erhohte Ordnung der Acylketten in einer
Erhohung der Membrandicke. Unterhalb der Phasenumwandlung ist der Effekt dieser
ordnenden Eigenschaft jedoch gering, da die Ketten groBtenteils all-trans Konformation
aufweisen und daher schon stark geordnet sind. Durch die Inkorporation von Cholesterol in
Lipidmembranen wird der Ubergang von der Gelphase in die fluide Phase verbreitert und die
Ubergangsenthalpie  reduziert. Bei 50 mol% Cholesterol ist das typische
Phaseniibergangsverhalten von Lipiden nicht mehr vorhanden. Zusitzlich wird die
Querschnittsfliche der Lipidmolekiile in der fluiden Phase erniedrigt und in der Gelphase

erhoht, so dass die Flaichenausdehnung bei hohen Temperaturen vermindert wird.
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Abbildung 5.11: Ausschnitt aus einer DPPC-Membran mit A) 11 mol% Cholesterol und B) 50 mol%
Cholesterol. Die Cholesterol-Molekiile sind in griin dargestellt.'”’

5.7.2 Experimente

Zur Untersuchung des Phaseniibergangsverhaltens von DMPC/Cholesterol - Gemischen mit
Hilfe der bildgebenden Ellipsometrie wurden Proben auf Si/SiO, prépariert, die
nebeneinander einen Lipidstreifen aus reinem DMPC und einen Lipidstreifen mit einem
DMPC/Cholesterol - Gemisch enthielten. Anschlielend wurden die Schichtdicke und die
Membranfldche in Abhédngigkeit von der Temperatur gemessen. In Abbildung 5.12 sind die
Schichtdicken-Bilder zweier Lipidmembranstreifen aus DMPC mit 0 % (links) und 40 mol%
Cholesterol (rechts) bei verschiedenen Temperaturen dargestellt. Alle Bilder sind
125x140 pm* groB, der weile Strich bezeichnet die Stelle, an der die Profile aufgenommen
wurden. Wéhrend mit steigender Temperatur die Schichtdicke der DMPC-Membran von
4.7 nm bei 15.6 °C auf 3.0 nm bei 51.1 °C stark abnimmt, verdndert sich die HOhe des
DMPC/Cholesterol - Bilayers nur leicht von 4.6 nm auf 4.1 nm. Bei 7= 29.4 °C (C) sind bei
der DMPC-Membran laterale Protrusionen zu erkennen, die sich mit steigender Temperatur
weiter vergroflern. AuBlerdem erhoht sich die Breite des Streifens mit Temperatur von 15 pm
auf 20 um, wiahrend der DMPC/Cholesterol-Streifen nur eine sehr geringe Ausdehnung zeigt

und in seiner Form stabil bleibt.
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Abbildung 5.12: Ellipsometrische Schichtdickenaufnahmen von zwei mikrostrukturierten
Lipidstreifen aus DMPC (links) und DMPC/Cholesterol (60:40, rechts) auf Si/SiO, bei verschiedenen
Temperaturen. A) T = 15.6 °C, B) T =23.7°C, C) T =294 °C, D) T = 34.6 °C, E) T = 40.2 °C,
F) T =51.1 °C. Alle Aufnahmen sind 125x140 pm’ grof}, der weifie Balken indiziert die Position der
unter den Aufnahmen gezeigten Profile. Die Hohenskala ist fiir alle Aufnahmen giiltig.

Die temperaturabhingigen Verldufe der Schichtdicke und der Flachenausdehnung fiir DMPC-
Membranen mit 0 % bis 40 mol% Cholesterol sind in Abbildung 5.13 zusammengefasst. Um
die Messungen besser vergleichen zu konnen, wurden nur die normierten Kurven dargestellt.
Bis zu einem Konzentration von 10 mol% =zeigt sich nur ein geringer Einfluss des
Cholesterols auf die Schichtdickendnderung und die Flichenausdehnung wéahrend des
Phaseniibergangs. Ab 20 mol% Cholesterol zeigen die Lipidgemische eine deutlich reduzierte
Anderung von Schichtdicke und Fliche und ab 30 mol% ist der typische sigmoidale Verlauf

des Phaseniibergangs nicht mehr vorhanden. Bis 10 mol% betrigt die Schichtdickenédnderung
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etwa 40 %, bei 20 mol% nur noch 29 % und bei einem Cholesterolgehalt von 40 mol%
verringert sich die Dicke des Bilayers anndhernd linear um insgesamt 11 %. Bei niedrigen
Temperaturen ist der Verlauf der Schichtdicke mit der Temperatur unabhingig von der
Cholesterolkonzentration. Dieses Verhalten ldsst sich durch den geringeren Einfluss des
Cholesterols auf die Ordnung der Lipidketten in der Gelphase erkldren. Die
Flachenausdehnung zeigt in Abhéngigkeit vom Cholesterolgehalt das gleiche
temperaturabhédngige Verhalten wie die Schichtdicke. Bis 10 mol% erhdlt man einen
sigmoidalen Verlauf wihrend des Phasenlibergangs mit einer maximalen relativen
Flachendnderung von 43 % und mit steigendem Cholesterolgehalt sinkt die relative

Flachendnderung bis auf 10 % bei 40 mol%.
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Abbildung 5.13: Verlauf der normierten Schichtdicke und der normierten Membranfliche mit der
Temperatur fiir DMPC/Cholesterol - Gemische. Der Cholesterolgehalt betrigt zwischen 0 und 40
mol%.

Tabelle 12: Maximale relative Schichtdicken- (Ad"" ) und Flicheninderungen (A4 ) von
DMPC/Cholesterol-Streifen auf Si/SiO,.

% Cholesterol | Ad" | AAT™
0 0.40 | 041
5 0.38 0.44
10 0.39 043
20 0.29 0.37
30 0.22 0.23
40 0.11 0.10
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5.8 Bildung einer interdigitierten Phase in DMPC in Gegenwart

von Ethanol

5.8.1 Grundlagen

Die Bildung von interdigitierten Phasen in Membranen aus symmetrischen Phospholipiden in
der Gelphase kann durch eine Vielzahl von Molekiilen hervorgerufen werden. Trotz der
groBen Unterschiede zwischen diesen Molekiilen, weisen sie bestimmte gemeinsame
Eigenschaften auf. Sie miissen sich in den Grenzflichen des Bilayers authalten konnen, d. h.
amphiphilen Charakter besitzen. Stark hydrophobe Molekiile, wie Alkane und Benzol, lagern
sich aufgrund der hydrophoben Wechselwirkungen mit den Acylketten im Inneren der
Membran an und konnen keine Interdigitation hervorrufen. AuBlerdem diirfen die Molekiile
nicht zu groB sein, d. h. sie diirfen nicht zu weit in den hydrophoben Bereich der Membran
hinein reichen. Cholesterol und langkettige Fettsduren, die sich aufgrund ihres amphiphilen
Charakters an der Grenzfliche der Membran aufhalten, induzieren daher ebenfalls keine
interdigitierte Phase. Als drittes muss das induzierende Molekiil in der Lage sein,
Wassermolekiile aus der Nidhe der Kopfgruppen zu verdringen und dadurch eine
VergrofBerung der Kopfgruppenflache hervorzurufen. Molekiile, die alle diese Eigenschaften
besitzen, sind unverzweigte kurzkettige Alkohole, wie Methanol, Ethanol, bis n-Heptanol,
verzweigte Alkohole, wie Isopropanol, Benzylalkohol und Phenylethanol, oder auch

Anisthetika wie Chlorpromazin.”'%'"?

Abbildung 5.14: Ein DPPC-Molekiill zusammen mit zwei Ethanol-Molekiilen aus einer MD-
Simulation einer voll hydratisierten Lipidmembran. Die Ethanol-Molekiile sind nahe an den
Sauerstoff-Atomen des Phosphorsiureesters positioniert und es bilden sich
Wasserstoffbriickenbindungen aus.'*
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Die Bildung von interdigitierten Phasen in Membranen aus symmetrischen Phosphocholinen
durch kurzkettige Alkohole wurde detailliert von Elizabeth Rowe untersucht.'”'!" Sie fand,
dass bei niedrigen Alkoholgehalten die Phasenumwandlungstemperatur linear mit der
Alkoholkonzentration sinkt. Ab einem bestimmten Grenzwert kehrt sich dieser Trend jedoch
um, so dass die Phasenumwandlungstemperatur mit der Alkoholkonzentration wieder
ansteigt. Dieses Verhalten wird als zweiphasiger Effekt bezeichnet, d. h. die Alkoholmolekiile
wechselwirken auf zwei verschiedene Arten mit den Lipiden. In niedrigen Konzentrationen
bindet der Alkohol bevorzugt an Lipide in der fluiden Phase, was analog zu den
Wechselwirkungen verstanden werden kann, die fiir eine Gefrierpunktserniedrigung
verantwortlich sind. Bei hoherer Konzentration dominiert jedoch eine schwéchere
Wechselwirkung mit Lipiden in der Gelphase, was wiederum eine Erhéhung der
Phasenumwandlungstemperatur zur Folge hat. Dieser Mechanismus beinhaltet eine Bindung
von Alkohol an diskrete Bindungsplédtze der Gelphasenlipide. Spitere Rontgendiffraktions-
Messungen von Simon und Mclntosh zeigten auBBerdem, dass dieses zweiphasige Verhalten
von einer Anderung der Bilayerstruktur begleitet wird.''* Durch die VergroBerung der
Kopfgruppenfliche konnen sich terminale Methylgruppen aus dem Membraninneren in die
Néhe der Kopfgruppe verlagern, so dass eine interdigitierte Phase entsteht. Dadurch gibt es
wiederum mehr Bindungsplétze fiir Alkoholmolekiile in diesem Bereich, d. h. Alkohol bindet
verstarkt an diese interdigitierte Gelphase, so dass damit auch die Erhohung der
Phasenumwandlungstemperatur mit der Alkoholkonzentration erkldrt werden kann. Die
abstoflenden Wechselwirkungen zwischen den terminalen Methylgruppen und der wéssrigen
Phase wird gleichzeitig durch eine erhohte van der Waals-Energie aufgrund der erhohten
Wechselwirkung der nun dichter gepackten Acylketten ausgeglichen.

Durch die Bildung einer interdigitierten Phase werden die biophysikalischen
Eigenschaften einer Lipidmembran stark veréindert.'"” Ein groBer Effekt ist die Anderung der
Oberflachenladungsdichte, die hauptsidchlich von der Ladung der Kopfgruppen abhéngig ist.
Da sich die Fliche um die Kopfgruppen durch die terminalen Methylgruppen und durch
eingebaute Fremdmolekiile vergroBert, wird die Oberflaichenladungsdichte erniedrigt. Dies
kann FEinfluss auf Membran-Membran-Wechselwirkungen haben und die Wirkung von
fusogenen Molekiile, die hiufig Interdigitation bewirken, erkldren. Weiterhin sind die beiden
Monolayer einer Membran im interdigitierten Zustand stirker miteinander verkniipft und die
sonst gut definierte Mittelebene des Bilayers geht verloren. Transmembranproteine konnen
dadurch in ihrer Wirkung beeinflusst werden, da sich Dichte und chemische Umgebung im

Membraninneren dndern. Bestimmte Transmembranproteine, wie Gramicidin und Rhodopsin,



130 Kapitel 5

sind auBlerdem auf eine minimale Bilayerdicke angewiesen. Da sich diese aber in der
interdigitierten Phase stark verringert, kann die Funktion dieser Proteine beeinflusst

113
werden.

5.8.2 Experimenteller Nachweis

Zum Nachweis einer interdigitierten Phase in Anwesenheit von Ethanol wurden
mikrostrukturierte DMPC - Membranstreifen auf Si/SiO, erzeugt und mit dem Ellipsometer
untersucht. Die Probe wurde dazu auf 40 °C geheizt und dann der Puffer gegen ein
Puffer/Ethanol-Gemisch mit 20 vol% Ethanol ausgetauscht. AnschlieBend wurde die Probe
wieder abgekiihlt. Um zu untersuchen, ob der Prozess reversibel ist, wurde die Probe danach
wieder bei 40 °C mit ethanolfreiem Puffer gespiilt. Abbildung 5.15 zeigt die aufgenommenen
Schichtdicken-Bilder oberhalb und unterhalb der Phasenumwandlung in Puffer, bzw. einem
Puffer/Ethanol-Gemisch. Die mittleren Bilayerdicken sind zusdtzlich in Abbildung 5.16
dargestellt. Zu Beginn der Messung erkennt man fiinf gut voneinander getrennte Lipidstreifen
mit einer mittleren Hohe von 4.7 nm (A). Die Erhohung der Temperatur auf 40 °C ldsst die
Lipide in die fluide Phase iibergehen, so dass sich die Schichtdicke auf 3.1 nm verringert (B).
Die gleichzeitige Ausdehnung der Lipidmembran hat zur Folge, dass die Streifen nicht mehr
so deutlich voneinander separiert sind. Nach dem Austausch des Puffers durch ein
Puffer/Ethanol-Gemisch verringert sich die mittlere Membrandicke bei 40 °C weiter auf
2.1 nm und die Lipidmembran dehnt sich stirker aus, so dass keine getrennten Streifen mehr
zu erkennen sind (C). Nachdem die Probe auf 18 °C, d. h. unterhalb der Phasenumwandlung
von DMPC, abgekiihlt wurde, weist der Bilayer eine mittlere Hohe von 3.3 nm auf (D).
AuBerdem hat sich die Fldche verringert, so dass die urspriinglich priparierten Lipidstreifen
wieder sichtbar werden. Allerdings ist die Schichtdicke deutlich geringer als bei 22 °C in
ethanolfreiem Puffer. Der Vergleich der beiden Messungen A und D ldsst auf das
Vorhandensein einer interdigitierten Phase schlieBen. Um noch zu {iberpriifen, ob die
Verringerung der Schichtdicke kein Effekt durch den Heiz- und Abkiihlprozess war, wurde
die Probe ein weiteres Mal auf 40 °C geheizt und 30 Minuten mit ethanolfreiem Puffer
gespiilt (E). Die mittlere Membrandicke betrdgt nach dem Spiilen 3.2 nm und ist vergleichbar
mit der Schichtdicke, die vor der Ethanolzugabe bei 40 °C gemessen wurde (B). Nach dem

Abktihlen der Probe zeigen die jetzt wieder gut separierten Lipidstreifen eine mittlere Hohe
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von 4.4 nm (F). Die Probe hat sich somit wieder in den Ausgangszustand zuriickversetzen

lassen. Auffillig ist, dass an den duBeren Rindern der Probe Materialriickstinde vorhanden

sind.
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Abbildung 5.15: Ellipsometrische Schichtdickenbilder von strukturierten DMPC-Membranen auf
Si/Si0,. A) T=22°C, B) T =40 °C, C) T = 40 °C, nach Zugabe von Ethanol, D) T = 18 °C, nach
Zugabe von Ethanol, E) T =40 °C, nach Spiilen mit ethanolfreiem Puffer, E) T = 18 °C, nach Spiilen
mit ethanolfreiem Puffer. Alle Aufnahmen sind 140x80 pm” groB, der weiie Balken indiziert die
Position der unter den Aufnahmen gezeigten Profile. Die Hohenskala ist fiir alle Aufnahmen giiltig.

Die Lipidstreifen haben sich bei 40 °C mit Ethanol so stark ausgedehnt, dass die
Lipidmembran an den &ueren Réndern nach dem Entfernen des Ethanols und dem Abkiihlen

nicht mehr vollstindig in die urspriingliche Struktur zuriickflieBen konnte. AuBerdem ist
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erstaunlich, dass der Defekt, der in (A) am oberen Rand der eines Lipidstreifens zu erkennen
ist, in den Abbildungen (B) bis (E) verschwunden ist, in (F) wieder aufgetaucht ist, obwohl
diese Stelle im Verlauf der Messung komplett mit einem Bilayer bedeckt war. Dies lésst
darauf schlieBen, dass leichte Modifikationen an der Substratoberfldche einen groBen Einfluss

auf die Bildung einer Lipidmembran haben kénnen.

Abbildung 5.16: Mittlere Membranschichtdicken von DMPC bei unterschiedlichen Temperaturen
mit und ohne Ethanol.

5.9 Zusammenfassung der Ergebnisse und Vergleich mit der

Literatur

Der mit Hilfe der spektroskopischen Ellipsometrie ermittelte fiir Brechungsindex fiir
mikrostrukturierte DMPC-Bilayer von n=1.533 ist grofer als die iiblicherweise in der
Literatur angegebenen Werte. Dies lésst sich dadurch erklédren, dass die Lipidmembran durch
das Spreiten der Vesikel in den Kapillaren an der Grenzflache Puffer/Luft/Substrat gebildet
wird. Die hier auftretenden Krifte sind groBer als beim Vesikelspreiten an der Puffer/Substrat
- Grenzfliche bei der Herstellung von unstrukturierten Bilayern, so dass eine dichtere
Packung der Lipide erreicht wird. Ein Hinweis auf die groBeren Krifte ist die deutlich

schnellere Bildung der strukturierten Membranen. Ein vollstindiger Bilayer ist normalerweise
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schon nach 20 bis 60 Sekunden zu beobachten, wihrend dies bei unstrukturierten Membranen
zwischen 5 und 10 Minuten dauern kann (s. Abbildung 4. 1).413

Die unter Beriicksichtigung des Brechungsindizes n = 1.533 fiir Lipidmembranen
gemessenen mittleren Schichtdicken von 4.5 nm fiir DMPC, 5.0 nm fiir diC;sPC und 5.4 nm
fiir DPPC in der Gelphase stimmen sehr gut mit Ergebnissen aus SFM-Messungen {iiberein.
Hier findet man 4.3 - 4.7 nm fiir DMPC und 5.2 nm fiir DPPC in der Gelphase.”""'*'"" Die
Schichtdicke in der fluiden Phase betréigt fiir alle Lipide 3.1 - 3.4 nm. Auch dies stimmt gut
mit Literaturwerten aus Rontgendiffraktions- und SFM-Messungen, die zwischen 3.4 - 3.6 nm

: . . 103,117,118
liegen, tiberein.

Tabelle 13: Zusammenfassung der Werte fiir die Phasenumwandlungstemperatur T, und die Grofie
der kooperativen Einheitszelle n fiir DMPC, diC;sPC und DPPC. Vergleich der mit Hilfe der
bildgebenden Ellipsometrie (ELL) gemessenen Werte fiir festkorperunterstiitzte Membranen mit
Literaturwerten fiir multilamellare Vesikel (MLV) und kleine unilamellare Vesikel (SUV).

DMPC diC,sPC DPPC
Twm/ °C (MLV)*® 23 34 41.5
ATwm/°C (MLVs)*® | 0.1-1.0 - 03-1.0

n (MLVs)® 115 - 640 - 89 - 278
n (SUVs)* 13-596 - 24 - 169
Tm/°C (ELL,Ad) | 262+16 | 36816 | 446+1.8
AT/ °C (ELL, Ad) 11-14 8-10 6-8
Twm/°C (ELL,AA) | 27.0+23 | 37.8£1.6 | 447+123
AT,/ °C (ELL, AA) 11-15 10-12 8-10
AH ¢ / kJ/mol® 25.1+£10.0 | 31.8£2.9 | 343+59
n (ELL) 10+5 1242 17+4

Die Hauptphasenumwandlungstemperaturen der reinen Lipide lieBen sich mit gleichen
Ergebnissen sowohl aus der Schichtdickenabnahme als auch der Flachenzunahme des
Lipidstreifens ermitteln. Sie liegen 3 — 4 °C oberhalb der Literaturdaten fiir vesikuldre
Systeme und etwa 2 °C niedriger im Vergleich zu dem von Steffen Schuy erhaltenen Wert
von T, = 28.9 °C, die er mit Hilfe von temperaturabhingigen SFM-Messungen von
mikrostrukturierten DMPC-Membranen auf Glas erhielt.'” AuBerdem ist die Breite des
Phaseniibergangs mit 6 - 14 °C deutlich groBer als bei Untersuchungen von multilamellaren
Vesikeln (0.1 - 3 °C). Experimente mit kleinen unilamellaren Vesikeln, die besser den in

dieser Arbeit verwendeten Lipidbilayern entsprechen, wiesen jedoch Ubergangsbereiche von
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2 - 7 °C auf. Dies zeigt, dass die zwischen den einzelnen Lipidlayern in multilamellaren
Vesikeln starke Wechselwirkungen auftreten, die eine Erhdhung der Kooperativitit beim
Phaseniibergang zur Folge haben. AuBlerdem ist die niedrige Kooperativitit bei
festkorperunterstiitzten Lipidmembranen durch die Wechselwirkung mit dem Substrat zu
erklaren.'*!17 119120 Eine Studie von Feng er al. mit Hilfe von temperaturkontrollierter
Rasterkraftmikroskopie zeigte, dass die auftretenden Krifte stark genug sind, dass ein
asymmetrisches Schmelzen der beiden Lipidmonolagen beobachtet werden kann.'*!

Der Einfluss der Substratoberfliche zeigte sich auch bei den durchgefiihrten
temperaturabhéngigen  Messungen von DMPC auf Si/SiO,. Die ermittelte
Phasenumwandlungstemperatur lag bei einzelnen Experimenten zwischen 24 °C und 29 °C,
wobei sich Unterschiede in der Probenpriparation nicht immer systematisch auswirkten.
Wurden Siliziumtrdger verwendet, die ein bis zwei Tage vor der Versuchsdurchfiihrung
oxidiert und anschlieend in Reinstwasser aufbewahrt worden waren, so verschob sich die
Phasenumwandlung zu etwas niedrigeren Temperaturen. Wurde jedoch eine Probe an zwei
aufeinander folgenden Tagen untersucht, konnte die Phasenumwandlungstemperatur am
zweiten Tag hoher oder niedriger als am ersten Tag sein.

Dieser groBe Einfluss des Substrats auf das thermotrope Phasenverhalten der
Lipidmembranen zeigt die Wichtigkeit eines internen Standards bei der Untersuchung neuer
Probensysteme. Durch die Methode der bildgebenden Ellipsometrie an mikrostrukturierten
Lipidbilayern kann zwar die Substratoberfliche selbst als Referenz genutzt werden, bei der
Untersuchung von DMPC/Cholesterol-Gemischen wurde jedoch gleichzeitig ein Lipidstreifen
aus reinem DMPC als Vergleich hinzu gezogen. Mehr als 10 mol% Cholesterol in der
Lipidmembran zeigten einen deutlichen Einfluss auf die Verldufe der Schichtdicke und der
Membranfldche und bei 40 mol% ging der sigmoidale Verlauf bei der Phasenumwandlung in
einen linearen Verlauf iiber. Dies ist gut mit der Entstehung einer geordneten fliissigen Phase
bei hohen Cholesterolgehalten zu erklaren.

SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass DMPC in Anwesenheit von Ethanol eine
interdigitierte Phase ausbildet. Dies &duferte sich in einer Verringerung der Schichtdicke und
einer Erhohung der Membranfldche. Allerdings sind diese beiden Effekte nicht nur in der
Gelphase zu beobachten, auch in der fluiden Phase bei 40 °C zeigte sich eine deutliche
Verringerung der Schichtdicke von 3.1 auf etwa 2.2 nm. AuBlerdem konnte die Reversibilitit
der Interdigitation gezeigt werden, da die Lipidstreifen nach Entfernung des Ethanols die

gleiche Schichtdicke aufwiesen wie vor der Bildung der interdigitierten Phase. Zugleich
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wurde auch die Struktur der Lipidstreifen wieder hergestellt, was den Einfluss der

Substratoberflidche auf die Lipidmembran verdeutlicht.

5.9.1 Fehlerdiskussion

Die Untersuchung an festkOrperunterstiitzten strukturierten Lipidmembranen zeigt zwei
unerwartete Eigenheiten. Die relative Flachendnderung liegt bei einzelnen Proben bei bis zu
45 %. Die Analyse kalorimetrischer Studien von Thomas Heimburg lieferte fiir DPPC-
Vesikel eine relative Flicheninderung von nur 24.6 %.'* Der Grund fiir diese groBe
Flachenausdehnung konnen winzige Defekte sein, die sich beim Autheizen ausbilden. Das
Auftreten dieser Defekte konnte in rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen gezeigt werden
(Abbildung 5.17). Ein mikrostrukturierter DMPC-Bilayer auf Glas, der in der Gelphase bei
23.0 °C noch vollkommen defektfrei war, zeigte in der fluiden Phase bei 29.0 °C im
Randbereich durch die Ausdehnung der Membran kleine Defekte.'” Da deren GréBe jedoch
unterhalb des lateralen Auflosungsvermogens des Ellipsometers liegt, werden sie in der
Berechnung der Membranfldche aus einer ,,Delta-Map® nicht beriicksichtigt und fithren daher

zu einer Uberschitzung der relativen Flichenidnderung.

T=23.0°C

T=29.0°C

Abbildung 5.17: SFM-Aufnahmen eines mikrostrukturierten DMPC-Bilayers auf Glas bei
A) T =23.0 °C und B) T = 29.0 °C. Bei der Ausdehnung der Membran auftretende Defekte sind
durch Pfeile markiert.
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Eine starke Flachenausdehnung kann jedoch auch durch Vesikel zustande kommen, die
wihrend der Prédparation auf der Membran adhériert bleiben. Sind diese geniigend klein, so
werden sie nicht detektiert. Sobald die Temperatur erhoht wird, reilen diese Vesikel auf und
bilden ebenfalls einen Bilayer. Besonders groB3 ist dieser Effekt bei den hoherschmelzenden
Lipiden diC;sPC und DPPC. Wenn die Préiparation nicht bei ausreichend hoher Temperatur
stattfand, bildeten sich zwar strukturierte Membranstreifen aus, die gemessene Hohe konnte
jedoch 10 — 12 nm betragen. Bei Erhohung der Temperatur reduzierte sich die Schichtdicke
bis auf 4.0 nm, was einem einzelnen Bilayer in der fluiden Phase entspricht. Allerdings betrug
die Flicheninderung gleichzeitig mehr als 70 %. Ein Beispiel fiir dieses Verhalten ist in
Abbildung 5.18 A dargestellt. Dies kann durch einen dichten Layer aus intakten Vesikeln
erklart werden, der aufgrund des mangelnden lateralen Auflosungsvermdgens des
Ellipsometers als geschlossene Schicht dargestellt wird. Bei steigender Temperatur ist gut zu
erkennen, wie sich auBlerhalb der strukturierten Lipidstreifen ein Bilayer ausbildet, wihrend
gleichzeitig die Schichtdicke dieser Streifen stark abnimmt. Die Auswertung des
temperaturabhédngigen Verlaufs der Schichtdicke (Abbildung 5.18 B) fiihrt zu einer
Verschiebung der Phasenumwandlung zu groferen Temperaturen. Die Kooperativitit des

Ubergangs wird dadurch jedoch nicht beeinflusst.
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Abbildung 5.18: A) ,,Delta-Maps®“ von mikrostrukturierten Lipidmembranen aus diC;sPC auf
Si/SiO, bei verschiedenen Temperaturen. Die GroBe der Bilder betrigt 200x300 pm’
B) Temperaturabhiingiger Verlauf der berechneten Schichtdicke der Lipidmembran fiir die in A)
gezeigte Probe.
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Unterstiitzt wird diese Interpretation durch SFM-Aufnahmen von mikrostrukturierten
Lipidmembranen auf Glas, die von Steffen Schuy durchgefiihrt wurden. Die Priparation von
Lipidstreifen aus Fe-DPPC, einem fluorinierten DPPC-Molekiil mit hohem Schmelzpunkt,
fiihrt bei Raumtemperatur zur Bildung eines Bilayers, auf dem eine grofle Anzahl intakter
Vesikel adhériert sind. Eine SFM-Aufnahme dieser Probe ist in Abbildung 5.19 A dargestellt.
Nach Aufheizen der Probe auf 60 °C und anschlieBendem Abkiihlen ist in Abbildung 5.19 C
ein Lipidbilayer mit einzelnen intakten Vesikeln zu erkennen. Zusitzlich hat sich der
Lipidstreifen in der Breite von 15 pm auf 20 - 25 pm ausgebreitet. Diese Beobachtung ist

identisch mit den in Abbildung 5.18 gezeigten ellipsometrischen Aufnahmen.

B
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Abbildung 5.19: SFM-Aufnahmen von fluorinierten DPPC-Lipidstreifen. A) Bei Raumtemperatur
durchgefiihrte Mikrostrukturierung fiihrt zu einer Schicht aus intakten Vesikeln. B) Hohenprofil an
der in A) eingezeichneten Linie. C) Nach Aufheizen und Abkiihlen der in A) gezeigten Probe hat sich
ein stark ausgedehnter Lipidstreifen gebildet, auf dem noch einzelne intakte Vesikel zu erkennen
sind. D) Eine bei 65 °C durchgefiihrte Mikrostrukturierung fiihrt zur direkten Bildung eines
Lipidbilayers. Daneben ist die Oberfliiche von PDMS-Resten bedeckt.

Messungen am Ellipsometer und mit dem Rasterkraftmikroskop zeigten auflerdem, dass die
Lipidstreifen sich nicht immer gleichméfBig ausdehnen, sondern dass sich Bereiche
(Protrusionen) ausbilden, in denen sich der Lipidstreifen bevorzugt ausbreitet. Die
Beschaffenheit der Oberfliche muss hierbei eine entscheidende Rolle spielen. Einerseits
konnen wéhrend der Préparation PDMS-Reste auf der Oberfliche zuriickbleiben
(s. Abbildung 5.19 D). Andererseits kann die Oberfliche auch eine gewisse Heterogenitit

aufweisen, die die Affinitit beeinflusst, die der Lipidbilayer zu einem speziellen Bereich auf
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der Oberflache entwickelt. Dies zeigt sich in Abbildung 5.15 (A, B und F). Im oberen Bereich
der Probe befindet sich ein groBer Defekt, der wihrend des Hochheizens verschwindet, nach
dem Abkiihlen jedoch an der gleichen Stelle wieder auftaucht. Die Wechselwirkung zwischen
der Lipidmembran und der Oberfldche muss sich an dieser Stelle deutlich von den anderen
Bereichen unterscheiden.

Ein weiterer Faktor, der bei der Bestimmung der Membranschichtdicken einen Fehler
verursachen kann, ist der Brechungsindex. Speziell die Temperaturabhéngigkeit der
verwendeten Brechungsindizes und der Einfluss von Cholesterol auf den Brechungsindex der
Lipidmembran miissen diskutiert werden. Im Allgemeinen sinkt der Brechungsindex eines
Stoffes mit steigender Temperatur. So betrdgt der Brechungsindex von Wasser bei 532 nm
nao oc = 1.3345 und n4p -c = 1.3321. Fiir das Substrat und das umgebende Medium ist diese
Abhingigkeit bei der bildgebenden Ellipsometrie auf strukturierten Oberfldchen jedoch nicht
entscheidend, da die ellipsometrischen Winkel parallel auf der Probe und dem Substrat
bestimmt werden. Diese Werte beinhalten auch das gleiche umgebende Medium und kénnen
somit als Referenz verwendet werden. Uber die Temperaturabhiingigkeit des Brechungsindex
einer Phospholipidmembran lagen keine Literaturwerte vor. Jin ef al. untersuchten jedoch
diese Abhingigkeit an Lecithin-Membranen mittels der internen Reflektions-Spektroskopie.”
Sie fanden eine Abnahme des Brechungsindex zwischen 20 °C und 60 °C um 0.005. Dieser
Wert liegt innerhalb der Fehlergrenzen des in Kapitel 5.2 bestimmten Brechungsindex fiir
einen strukturierten DMPC-Bilayer. Der Einfluss der Temperatur ist im betrachteten
Temperaturbereich gering und kann daher vernachldssigt werden. In der gleichen
Veroftentlichung wurde auch der Einfluss von Cholesterin auf eine Lecithin untersucht. Bei
25 °C und etwa 40 mol% Cholesterin erhohte sich der Brechungsindex um 0.01, so dass auch

diese Abhingigkeit in der vorliegenden Arbeit vernachlissigt werden konnte.
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6 Zusammenfassung

Im ersten Teil der Arbeit wurde das Bindungsverhalten von Annexin Al und Annexin A2t an
festkdrperunterstiitzte Lipidmembranen aus POPC und POPS untersucht. Fiir beide Proteine
konnte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden, dass irreversible Bindung nur
in Anwesenheit von POPS auftritt. Durch rasterkraftmikroskopische Aufnahmen konnte die
laterale Organisation der Annexine auf der Lipidmembran dargestellt werden. Beide Proteine
lagern sich in Form lateraler Aggregate (zweidimensionale Doménen) auf der Oberflache an,
auBlerdem ist der Belegungsgrad und die GroBe der Dominen von der
Membranzusammensetzung und der Calciumkonzentration abhingig. Mit zunehmendem
POPS-Gehalt und Calciumkonzentration steigt der Belegungsgrad an und der mittlere
Doméinenradius wird kleiner.

Diese Ergebnisse konnten in Verbindung mit detaillierten Bindungsstudien des
Annexins Al mit der Quarzmikrowaage verwendet werden, um ein Bindungsmodell auf Basis
einer heterogenen Oberfldche zu entwickeln. Auf einer POPC-reichen Matrix findet reversible
Adsorption statt und auf POPS-reichen Doménen irreversible Adsorption. Durch die
Anpassung von dynamischen Monte Carlo-Simulationen basierend auf einer
zweidimensionalen zufilligen sequentiellen Adsorption konnten Erkenntnisse iiber die
Membranstruktur und die kinetischen Ratenkonstanten in Abhédngigkeit von der
Calciumkonzentration und der Inkubationszeit des Proteins gewonnen werden. Die
irreversible Bindung ist in allen Calciumkonzentrationsbereichen schneller als die reversible.
AuBlerdem zeigt die irreversible Adsorption eine deutlich stirkere Abhingigkeit von der
Calciumkonzentration. Ein kleinerer Belegungsgrad bei niedrigen Ca®’-Gehalten ist
hauptsdchlich durch die Abnahme der verfiigbaren Bindungsplitze auf der Oberfliche zu
erkldren.

Die gute Ubereinstimmung der aus den Monte Carlo-Simulationen erhaltenen
Doménenstrukturen mit den rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen und die Tatsache, dass

sich die simulierten Resonanzfrequenzverldufe problemlos an die experimentellen Kurven aus
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den QCM-Messungen anpassen liefen, zeigt die gute Anwendbarkeit des entwickelten
Simulationsprogramms auf die Adsorption von Annexin Al. Die Extraktion der kinetischen
Parameter aus dem zweidimensionalen RSA-Modell ist mit Sicherheit einem einfachen
Langmuir-Ansatz iiberlegen. Bei einem Langmuir-Modell erfolgt eine integrale Erfassung
einer einzelnen makroskopischen Geschwindigkeitskonstante, wahrend durch das RSA-
Modell eine differenzierte Betrachtung des reversiblen und irreversiblen Bindungsprozesses
moglich ist.  Zusétzlich lassen sich mikroskopische Informationen {iber die
Oberfliachenbeschaffenheit gewinnen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das thermotrope Phasenverhalten von
festkorperunterstiitzten Phospholipidbilayern untersucht. Dazu wurden mikrostrukturierte, frei
stethende Membranstreifen pripariert und mit Hilfe der bildgebenden Ellipsometrie
untersucht. Dadurch konnten die temperaturabhidngigen Verldufe der Schichtdicke und der
lateralen =~ Membranausdehnung  parallel  beobachtet =~ werden. Die  ermittelten
Phaseniibergangstemperaturen von DMPC, diC;sPC und DPPC lagen 2 - 3 °C oberhalb der
Literaturwerte fiir vesikuldre Systeme. Auflerdem wurde eine deutliche Verringerung der
Kooperativitit der Phasenumwandlung gefunden, was auf einen groen Einfluss des Substrats
bei den festkorperunterstiitzten Lipidmembranen schlieBen ldsst. Zusétzlich wurde ein nicht
systematischer Zusammenhang der Ergebnisse von der Oberflichenpréiparation gefunden, der
es unabdingbar macht, bei Untersuchungen von festkdrperunterstiitzten Substraten einen
internen Standard einzufiihren. Bei der Analyse des thermotropen Phaseniibergangsverhaltens
von DMPC/Cholesterol - Gemischen wurde daher die individuelle Adressierbarkeit der
strukturierten Lipidmembranen ausgenutzt und ein Lipidstreifen aus reinem DMPC als
Standard verwendet. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass das fiir Phospholipide
typische Phaseniibergangsverhalten ab 30 mol% Cholesterol in der Membran nicht mehr
vorhanden ist. Dies ist auf die Bildung einer nur durch hohere Sterole induzierten fluiden
Phase mit hoch geordneten Acylketten zuriickzufiihren. AbschlieBend konnte durch die
Zugabe von Ethanol zu einer mikrostrukturierten DMPC-Membran die Bildung eines
interdigitierten Bilayers nachgewiesen werden.

Die bildgebende Ellipsometrie ist eine sehr gute Methode zur Untersuchung
festkorperunterstiitzter Lipidmembranen, da sie iiber ein sehr gutes vertikales und ein
ausreichendes laterales Auflosungsvermogen besitzt. Sie ist darin zwar einem
Rasterkraftmikroskop noch unterlegen, besitzt dafiir aber eine einfachere Handhabung beim
Umgang mit Fliissigkeiten und in der Temperierung, eine schnellere Bildgebung und ist als

optische Methode nicht-invasiv.
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A.3 Abkiirzungsverzeichnis

ASF
ATR-FTIR
BSA

BVD

CCD
CLSM

CPWR
diC,sPC
DMPC
DMSO
DPN
DPPC
DTT
EGTA
FPLC
kDa
Mes/NaOH
uCp
MIMIC
MLV
NHS
OWLS
PBS
PDMS
POPC
POPS
QCM
QCM-D
ROI
RSA
SDS-PAGE
SFM
SNOM
SPR
STM
SUV
TEM
TIRF
Tris/HC1

Funktion fiir die verfiigbare Oberflache (available surface function)
attenuated total reflection - Fourier transform infrared spectroscopy
Albumin aus Rinderserum (bovine serum albumin)

Butterworth van Dyke

charge coupled device

konfokale Fluoreszenzmikroskopie (confocal laser scanning
microscopy)

coupled plasma-waveguide resonance
1,2-Dipentadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

Dimethylsulfoxid

dip-pen Nanolithographie
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

1,4-Dithiothreitol

Ethylenglykol-tetraessigsaure

Fliissigchromatographie (fast performance liquid chromatography)
Kilodalton

2-(N-Morpholino)-ethansulfonsédure

Mikrokontaktdrucken (micro contact printing)

Mikroformen in Kapillaren (micromolding in capillaries)
Multilamellare Vesikel

Succinimid

optical waveguide light mode spectroscopy

phosphate buffered saline

Polydimethylsiloxan
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-serin]
Quarzmikrowaage (quartz crystal microbalance)

Dissipative Quarzmikrowaage-Technik

region of interest

Zufillige sequentielle Adsorption (random sequential adsorption)
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Rasterkraftmikroskop (scanning force microscope)

scanning near-field optical microscopy
Oberflichenplasmonenresonanz (surface plasmon resonance)
Rastertunnelmikroskopie (scanning tunnelling microscopy)
kleine unilamellare Vesikel (small unilamellar vesicle)
Transmissions-Elektronenmikroskopie

total internal reflection fluorescence
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid
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A.4 Chemikalien

Ammoniak (28 %), NH3-H,O
BSA
Calciumchlorid-dihydrat, CaCl,-2 H,O
Chloroform

Cholesterol

diC;sPC

DMPC

DPPC

DTT

EGTA (Tetra-Natriumsalz)
Ethanol

Methanol

Natriumazid, NaNj
Natriumchlorid, NaCl
Natriumhydroxid, NaOH
1-Oktanthiol

PDMS

POPC

POPS

Salzsdure (37 %), HCI1
Tris/HC1

Wasserstoffperoxid (35 %), H,O,

A.5 Gerite und Materialien

Ellipsometrie

EP3-SW Ellipsometer
Optislides

Objektiv, 20%/0.35 CF-Plan
Silizium-Wafer
Fliissigkeitsmesszelle
Liquid handling - System
Peristaltik-Pumpe
Tygon-Pumpschliduche
PFA-Schléduche

HPLC-Schlauchverbinder
Umwalz-Thermostat

Rasterkraftmikroskopie
Dimension 3100 Nanoscope Illa
OMCL-TR400PSA Cantilever
Silizium-Wafer
Teflon-Fliissigkeitsmesszelle

Sigma, Taufkirchen

Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Taufkirchen

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL (USA)
Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL (USA)
Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL (USA)
Sigma, Taufkirchen

Fluka, Neu-Ulm

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe

Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Aldrich, Taufkirchen

Dow Corning, Midland, MI (USA)
Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL (USA)
Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL (USA)
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Nanofilm Technologie, Gottingen
Nanofilm Technologie, Gottingen
Nikon, Tokio (Japan)

Wacker Siltronic, Miinchen

Nanofilm Technologie, Gottingen
Nanofilm Technologie, Gottingen
Ismatec, Wertheim-Mondfeld
Ismatec, Wertheim-Mondfeld
Upchurch scientific, Oak Harbor, WA
(USA)

Ziemer Chromatographie, Langerwehe
VWR International, Darmstadt

Veeco, Santa Barbara, CA (USA)
Olympus Optical Co., Tokio (Japan)
Wacker Siltronic, Miinchen
Eigenbau
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Fluoreszenzmikroskopie
Fluoreszenzmikroskop DM IRE2 mit konfokaler
Laser-Raster Technik TCS-SL

Objektive: 10x/0.3 HC PL Fluotar
20x%/0.5 HC PL Fluotar
40%/1.25-0.75 OIL HCX PL APO
Glastriager

Petrischalen, PS, steril

Quarzmikrowaage
Oszillatorschaltkreis TTL SN74LS124N
Frequenzzéhler 53181A
Spannungsquelle HP E3630A
Peristaltik-Pumpe

Quarzresonatoren, S MHz, AT-cut
Kalrez-Dichtringe

3-Wege-Hahn

Sonstiges

Purelab Plus Reinstwasseranlage
Plasmareiniger

Schiittler, REAX Top
Miniextruder, LiposoFast
Polycarbonatmembranen
UV-Spektrometer Cary 100
Ultraschall-Becherresonator
Texas Red-X protein labeling kit
Dialyseschlauche VISKING
Texas Red-DHPE
Bodipy-C;,HPC

Sonstige Verbrauchsmaterialien

Leica Microsystems, Wetzlar

Leica Microsystems, Wetzlar
Plano, Wetzlar

Greiner Bio-one, Kremsmiinster
(Osterreich)

Texas Instruments, Dallas, TX (USA)
Hewlett-Packard, San Diego, CA (USA)
Hewlett-Packard, San Diego, CA (USA)
Ismatec, Wertheim-Mondfeld

KVG, Neckarbischofsheim

DuPont Co., Wilmington, DE (USA)
Upchurch scientific, Oak Harbor, WA
(USA)

ELGA Labwater, Celle

Harrick, Ossining, NY (USA)
Heidolph, Schwabach

Avestin, Mannheim

Avestin, Mannheim

Varian, Palo Alto, CA (USA)
Bandelin, Berlin

Molecular Probes, Eugene, OR (USA)
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
Molecular Probes, Eugene, OR (USA)
Molecular Probes, Eugene, OR (USA)
VWR International, Darmstadt



162 Anhang






