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Zusammenfassung

Membranproteine spielen eine wichtige Rolle bei giblpgischen Prozessen wie
Signalweiterleitung oder Immunreaktion. Deshalb hete sie im Fokus der
pharmakologischen Wirkstoffentwicklung und es blestgrol3es Interesse, Membranprotein-
basierte Biosensoren zu entwickeln, die sich z.B &creening-Plattformen eignen.
Allerdings stellt die Handhabung von Membranpraeirwegen ihrer amphiphilen Struktur
eine grolRe Herausforderung dar. Membranproteinedememeist in Zellkultur oder in
bakteriellen Expressionssystemen synthetisierts®i¥erfahren liefern aber oft nur eine
geringe Ausbeute und erlauben wenig Kontrolle Uber Expressionsbedingungen. Als
alternativer Ansatz bietet sich stattdessenimdigtro Synthese von Proteinen an, die in einer
zellfreien Umgebung stattfindet.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierunges miniaturisierten Analysesystems, das
Aktivitdtsmessungen aim vitro synthetisierten lonenkanalen erlaubt. Dafur wugde Lab-
on-Chip entwickelt, der elektrochemische und op#sdNachweismethoden in parallelen
Anatzen ermoglicht. Als amphiphile Umgebung fur bikorporation von Membranproteinen
wurden vier verschieden biomimetische Membranau#@yahinsichtlich ihrer Dichtigkeit und
ihrer Reproduzierbarkeit untersucht. Als Methode nd&n insbesondere die
Impedanzspektroskpie und die Oberflachenplasmoremoiinzspektroskopie Anwendung.
Die peptide cushioned Bilyer Lipid MembrangeBLM) eignete sich dabei am besten flr
Untersuchungen an Membranproteinen.

Zur Detektion der lonenkanalaktivitat wurde einaiméviessmethode etabliert, die auf der
Messung der Impedanz bei fester Frequenz basidruum eine Aussage tiber die Anderung
des Membranwiderstandes bei Aktivierung erlaubt. ABeispiel des nicotinischen
Acetylcholinrezeptors (nAchR) konnte gezeigt werdedass sich die Aktivitat von
lonenkanalen mit dem entwickelten Chip-System natbew liel3. Die Spezifitéat der Methode
konnte durch verschiedene Kontrollen wie die Zugelmes nicht-aktivierenden Liganden
oder Inhibition des Rezeptors nachgewiesen werden.

Weiterhin konnte die in vitro Synthese des lonenkanal®7 nAchR durch
Radioaktivmarkierung nachgewiesen werden. Die Ip&ation des Rezeptors in die
biomimetischen Membranen wurde mit Immunodetektiod elektrochemischen Methoden
untersucht. Es zeigte sich, dass die funktionell@iporation dest7 nAchR davon abhing,

welcher biomimetische Membranaufbau verwendet wurde




Abstract

Membrane proteins play imortant roles in variousysiblogical proesses like signal
transduction or immunoreaction. Moreover they repn¢ the vast majority of drug targets.
This leads to a huge interest in developing mendotein-based biosensors that can be
used for example as screening platforms. Nevedbdlee handling of membrane proteins is
rather difficult due to their amphiphilic structufdostely they are expressed in cell lines or
bacterial expression systems. This often resultewnyields of purifyed protein and allows
little control over the expression conitions. Ateahative strategy is tha vitro expression of
proteins in a cell-free environment.

The aim of the work was the development of a mimiaéd analysis system that allows the
activity detection oin vitro expressed ion channels. Therefore a lab-on-chip deaeloped
that could be used simultaneously for electrochahaad optical detection. As amphiphilic
environment for membrane proteins four biomimetienmbranes were tested. Their density
and reproducibility were examined by impedance spscopy and surface plasmon
resonance spectroscopy. Among the four tested nasrabrthe so callepgeptide cushioned
bilayer lipid membrangpcBLM) could be identified as the most suitabte fon channel
detection.

For the measurement of ion channel activity a negtechemical method was established
that provides information about the changes in nramdbresistence.

With the nicotinic acetylcholine receptor (nAchR)amodel protein it was demonstrated that
the analysis system could be applied or the detect ion channel activity. The specifity of
the metod was verified by different controls likdddion of a non-binding ligand or inhibition
of the protein.

Thein vitro expression of the ion chanrel nAchR was shown by radioactive labelling.The
incorporation of the receptor was analysed by imoaletection and electrochemical methods.
It was found that the functional incorporation bétt7 nAchR depended on the type of the

biomimeic membrane.
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Abklrzungsverzeichnis

UTAS micro total analysis system (Mikroanalysesygtem

AE Arbeitselektrode

AFM atomic force microscope (Rasterkraftmikroskop)

BCP Block-Copolymere

BLM Black Lipid Membrane (Schwarzfilmmembran)

BTX Bungarotoxin

Carb Carbamoylcholinchlorid

cBLM cushioned bilayer lipid membrane (gepolsteni@ddoppelschicht Membran)
cBSA cationic bovine serum albumin (kationischesd@mSerumalbumin)

cDNA complementary desoxyribonucleic acid (kompletéaesn

Desoxyribonukleinsdure)

COoC cyklisches Olefin Copolymer

CPE constant phase element (konstantes Phasenelement
CVv cyclic voltammetry (zyklische Voltammetrie)

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)

DPhyPC Diphytanoylphosphatidylcholin

DPTL Diphytanyl-glycerol-tetraethylene glycol-lipoacid ester lipid
EcEx Expressionssystem aus E.coli
EIS electrochemical impedance spevtroscopy (elek&énmische

Impedanzspektroskopie)

EtOH Ethanol
GE Gegenelektrode
Glu Glutamat

GIluR-Mem Membranfragmente mit Glutamatrezeptoren

GPCR G-protein coupled receptor (G-Protein gekopp&ezeptor)

GUV giant unilamellar vesicles (riesige unilamellafesikel)

hBLM hybrid bilayer lipid membrane (hybrid Lipiddoplschicht Membran)
IVS in vitro Synthese

LGIC ligand gated ion channel (ligandengesteuedeehkanal)

LoC Lab-on-Chip

LUV large unilamellar vesicles (grof3e unilamellaresikel)




MGIuR
MLV
MP
MRNA
nAchR
Nic-Mem
NMG
oDT
PBS
PC
PDMS
RE
rErR
RetEx
SAM
sBLM
SDS-
PAGE
SP
SPFS

SPR
SRP
SSM
SuUvV
tBLM

metabolischer Glutamatrezeptor
multilamellar vesicles (multilamellare Vesikel)
Membranprotein

messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonuklaimsg
nikotinischer Acetylcholinrezeptor
Membranfragmente mit nikotinischen Rezeptore
N-Methyl-D-Glucamin

Octadekanthiol

Phosphate buffered solution (Phosphat gepufaitdtsung)
Phosphatidylcholin

Polydimethylsiloxan

Referenzelektrode

rauhe Endoplasmatische Retikulum
Expressionssystem aus Retikulozyten

self-assembled monolayers (selbst-organisietadiagen)

supported bilayer lipid membrane (unterstutamddoppelschicht Membran)

Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel-electropbs
(Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid)

surface plasmon (Oberflachenplasmon)

surface plasmon fluorescence spectroscopyf(&@themplamonen

Fluoreszenz Spektroskopie)

surface plasmon resonance (Oberflachenplasnitesamanz)
signal recognition particels (Signalerkennunigied)

solid supported membran (Festkorpergestutzte viem
small unilamellar vesicles (kleine unilamellafesikel)

tethered bilayer lipid membrane (gebundene ddaippelschicht Membran)

Torp-Mem Membranfragmente aus Torpedo

VSV

Vesikulares Stromatitis Virus




Motivation

1 Motivation

Membranproteine spielen eine entscheidende Rolidlem physiologischen Prozessen. 60 %
aller Medikamente auf dem Markt greifen an Membratginen an!l. So ist es nicht
verwunderlich, dass der Erforschung ihrer Strukturd Funktionalitat gerade in der
pharmazeutischen Industrie viel Aufmerksamkeit gemat wird. Membranproteine kénnen
sowohl fir Screeninganwendungen neuer Wirkstoffeaalch flr Biosensoren zur Detektion
kleinster Stoffmengen eingesetzt werden. Es bestditer ein groRer Bedarf an
biomimetischen Plattformen, die die Handhabung Ww@mbranproteinen aufRerhalb der
komplexen zellularen Umgebung erlauben und gleitigzdie Moglichkeit einer Detektion
der Aktivitat von Membranproteinen bieten. Fir éiesZweck wurden in den letzten
Jahrzehnten verschiedene Strategien zur Erzeugumgpinbetischer Modellmembranen
entwickelt!?,

Ein kritischer Schritt bei der Anwendung von mit iieranproteinen funktionalisierten
Modellmembranen ist der Einbau der Membranproteienn die Synthese, Aufreinigung
und Rekonstitution von Membranproteinen in Modedteyne ist mit einigen Schwierigkeiten
verbunden, da die korrekte Funktionalitdt der Rmnetevon ihrer strukturellen Integritat
abhangt. Als alternativer Ansatz zeichnet sich b@erdie in vitro Synthese von
Membranproteinen ab, bei welcher der zellulare Kxntmgangen wird. Allerdings ist die
vitro Synthese und Inkorporation von Membranproteinelladellmembranen ein noch eher
wenig erforschtes Gebiet.

Die Motivation dieser Arbeit liegt nun darin, diendkendbarkeit von Membranproteinen in
biomimetischen Membranen als Sensoreinheit in eimeniaturisierten Analysesystemen zu
untersuchen, wobei das Analysesystem sowohl Anwemndis Screening-Plattform wie auch

als Biosensor finden kann.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Biomimetische Membranen

Die Zelle wird oft als kleinste Einheit des Leberm®zeichnet. Ein Groldteil der
physiologischen Prozesse wie Signalweiterleitungrktoffbindung oder Immunreaktionen
beinhaltet Vorgdnge bei denen Membranproteine in Zdimembran beteiligt sind. Die
Untersuchung dieser Prozesse ist z.B. fur die pazentische Industrie von grofem Interesse
und stellt die Forschung vor einige HerausfordeeimgSo hangt die Funktionalitat der
Membranproteine von ihrer Struktur ab. Um die dinddle Integritéat der Proteine auch in
vitro zu erhalten muss eine Umgebung zur Verfugwestellt werden, die in ihren

Eigenschaften der natirlichen Zellmembran ahnelt.

2.1.1 Die Zellmembran

Zellmembranen sind ein essentieller Bestandteiesifeden Organismus und bilden die
Barriere zwischen intra- und extrazellular Raum.e DZellmembran setzt sich aus
verschiedenen Komponenten wie Lipiden, integraleotdthen, Cholesterol oder Zuckern
zusammen. Diese tragen zu den von vielféaltigendasen bei.

Phospholipidbilayer
extrazellulder Raum
Kern

Zytoplasma

Zellmembran
Carbohydrate

Glykoprotein

globulares Protein (Phosphatidylcholin)

Kanal hydrophiler
(Transportprotein) ) v Kopf
Cholesterol
Glykolipid - ) W hydrophober
Oberflachenprotein =~ =~ .~ . Alpha-Helix Protein Schwanz
’ peripheres  (integral) :

globulares Protein Filamente des Protein

(integral) Zytoskelettes

Abb. 1: Schematischer Aufbau der Zellmembran und ihrer Komapteri®!
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Die Matrix der Zellmembran besteht aus Lipiden.Dsnd amphiphile Molekiile mit einem
hydrophoben Schwanz aus zwei Alkylketten und eihgdrophilen Kopfgruppe. In
biologischen Membranen kommen tber 100 verschietlgnde vor, die sich in der Ladung
der hydrophilen Kopfgruppe, der Lange und Kompositiler hydrophoben Alkylketten sowie
der Anzahl an ungeséttigten Bindungen unterschefieAuf Grund energetischer Effekte
ordnen sich die Lipidmolekile in wassriger Losungas, dass die hydrophile Gruppe nach
aufRen weist und der hydrophobe Schwanz im innéngreschlossen wird. Die Zellmembran
wird dabei von einer Lipiddoppelschicht (~ 5 nm)t reinem hydrophielen AuReren und
einem hydrophoben Kern gebilddt

Der Aufbau der Zellmembran kann durch das Fluid-alo$lodell von Singer und
Nicholson beschrieben werd&h welches besagt, dass die Zellmembran ein fluldesaik
darstellt, in dem Proteine lateral diffundieren kén - wie in einer viskosen Flussigkeit, die
durch die Lipiddoppelschicht gebildet wird. Kanaled Carrier ermdglichen den Transport
von geladenen oder grof3en Molekulen tber die MembEzer Austausch mit der Umgebung
kann jedoch nicht nur mittels Proteinen stattfindaoch die Lipiddoppelschicht wirkt wie
einen hochspezifischen Filter fur kleine Molektle g nach ihrer Lipophilie die Membran
durchqueren kénnéfl.

Die Zellmembran ist somit ein hoch komplexes Gehilddessen Funktion durch

Zusammensetzung und Struktur der Komponenten bastmrd.

2.1.2 Modellmembranen

Fur die Erforschung der Struktur und Funktion voneribranproteinen spielen
Modellmembranen eine wichtige Rolle. Man sprichtcltauvon kunstlichen oder
biomimetischen Membranen bzw. Lipiddoppelschichtedg sie die Zellmembranen
nachbilden. Sie bieten die Mdglichkeit eine konieole Umgebung fir Membranproteine zu
schaffen, und diese dadurch fir oberflachengebuntigssmethoden zuganglich zu machen,
die bei lebenden Zellen nicht anwendbar sind. Senkdd bestimmte Typen von
Modellmembranen z.B. mit optischen oder elektroasehen Methoden néher untersucht

werden.
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Vesikel

ohne Abstandshalter

: B S| ,;»;"‘ Festkorpergestitzte

\& 5 7 Membranen

7% Y

1 % < mit Abstandshalter
Black Lipid
Membrane

Abb. 2: Verschiedene Modellmembransystéte

Abb. 2 zeigt eine Ubersicht von Modellmembranes,idider Forschung Verwendung finden

und kurz naher erlautert werden.

(A)  Black Lipid Membranes (Schwarzfilmmemranen)

Bereits 1962 stellten Miiller et al. die erste BLEY . Bei BLMs werden Phospholipide in
einem organischen Ldsungsmittel gelést und Uberklsimes Loch (typische Durchmesser
~100 um) in einer Teflonfolie oder einem Polymeirayér gestrichen. Dabei entsteht zuerst
ein relativ dicker Lipidfilm (> 100 nm) der dannrdt den héheren Wasserdruck von selber
ausdunnt, bis sich eine Lipiddoppelschicht gebiloat (vgl. Abb. 3). Dieser Prozess kann
optisch verfolgt werden, da sich wegen der Interieran der Grenzschicht zwischen Lipid
und Wasser die Farbe der Lipidschicht mit ihrer kiBicAndert. Zunachst ist sie grau,
schimmert dann bunt wie ein Olfilm und wird letattioh schwarz auf Grund von
destruktiver Interferenz des an den beiden hydtephinydrophoben Grenzschichten
reflektierten Lichts. Daher der Name Black Lipid idierane.
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Abb. 3: Praparation einer Black Lipid Membrane (nalch

Nach Bildung der Doppelschicht verbleibt ein Rest.ésungsmittel im hydrophoben Kern,
der Funktion und Struktur inkorporierter Membrarpnoe beeinflussen kann. Von Montal et
al wurde eine lsungsmittel-freie Methode vorgesgbh*?. Lipide in Losungsmittel werden
an einer Wasser / Luft Grenzflache als monomolekul&ilm aufgebracht. Wiederholtes
Absenken der Offnung durch diesen Film fiihrt zuld@ng einer Lipiddoppelschicht, die
nahezu kein Lésungsmittel enthalt.

BLMs verfiigen Uber gute isolierende Eigenschafii@a.Widerstande von mehrerenthVsind
denen von natirlichen Zellmembranen vergleichbaBILMs lassen sich auch lonenkanéle
und Transporter einbringen. Da beide Seiten derddgppelschicht leicht zugénglich sind,
konnen elektrochemische und elektrophysiologischethibden wie Patch-Clamp Verfahren
angewandt werdéeht.

Ein Nachteil der BLMs ist jedoch ihre geringe Sl Da sie freispannend Uber einem
Loch ruhen, reil3en sie schnell bei Erschitterun@eachanischen wie akustischen). Die
Lebensdauer dieser BLMs ist auf wenige Stunden hpaskt. Daher wird versucht ihre
Stabilitat z.B. durch das Einbringen von Hydrogetererhéheft?.

(B)  Vesikel
Unter Vesikeln versteht man sphéarische AnordnungemLipiden in wassriger Losung. Sie
bilden sich bei einer Dispersion von Lipiden in \W&sab einer bestimmten Konzentration.

Diese nennt sich Mizellenbildungskonzentration igtdbom Lipidtyp abhangig.
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S %
e

Multilamellar Unilamellar

Abb. 4: Struktur multilamellarer und unilamellarer Vesikel

Man unterscheidet zwischen multilamellaren (MLVdumilamellaren Vesikeln. MLVs sind
mehrschichtige Vesikel bei denen die konzentriscBpharen durch Wasserschichten von
einander getrennt sind. Sie entstehen von selb&Bgsriger Losung und haben oft eine sehr
inhomogene GroélRenverteilung. Unilamellare Vesikahrk man nach ihrer GroR3e in kleine
unilamellare Vesikel (SUV; small unilamellar vesis) @ < 100 nm, grof3e unilamellare
Vesikel (LUV; large unilamellar vesicles) @ 100 arh um, und riesige unilamellare Vesikel
(GUV; giant unilamellar vesicles) @ > 1 um untdgmi

SUVs werden v.a. bei der Untersuchung von ProteineBuspension und als Vorstufe der
Vesikelfusion auf Oberflachen (s.u) verwendet. Mahalt sie wenn man eine Lipidlésung
mit Ultraschall behandeft®], sie mehrmals rasch einfriert und auftét oder durch eine
Porenmembran driickt (extrudieftf!. Durch Extrudieren erhalt man zusétzlich auch eine
homogene Grdl3enverteilung. SUVs kénnen entwedesagsnannte Liposomen in Lésung
verwendet werden oder auf Oberflaichen fusionierebVs und GUVs konnen fir
mikroskopische Untersuchungen wie z.B. Fluoreszéamskopie verwendet werdeéft*"),
Freie Liposomen eignen sich zwar fur die Inkorporaivon Proteinen, sind aber nur fir eine
beschrankte Anzahl an Messmethoden zugénglich. Milorophoren konnen u.a.
Transportprozesse beobachtet werden. Die Messumd¢pwenstromen bei Proteinaktivitat ist
jedoch nur bei einigen wenigen Ausnahmen mdoglicie, zvB. Patch-Clamp-Messungen an
GUVs™,

Vesikel sind stabiler als BLMs und haben eine Labl@aer von mehreren Tagen bis Wochen.
Wenn eine ortliche Fixierung winschenswert ist, igin Vesikel auch an Oberflachen
gebunden werden, z.B. mittels Oligonucleotid-Segaan*® oder Biotin-Streptavidin
Bindunger??.
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(C)  Festkorpergestitzte Membranen

Festkorpergestutzte Membranen bieten eine Losumgdés Problem der mangelnden
Stabilitat von BLMs und Vesikeln. In ihrem Fall widie Lipidschicht direkt auf einem festen
Substrat wie Gla%*, Gold??, Indiumzinnoxid (ITO, indium tin oxid¥*, Aluminiumoxid®*
oder Polymer (z.B. COCI® aufgebracht. Der Kontakt und die starke Wechsklwig
zwischen Lipiden und Substrat fihren zu einer haheshanischen Stabilitat der Membran.
Festkorpergestiutzte Membranen koénnen mit verscheade Messmethoden wie
Rasterkraftmikroskopie (AFM), Quarzmikrowage, Imbtspektroskopie,
Oberflachenplasmonen-Resonanzspektroskopie (SPRacsu plasmon resonance) oder
elektrochemischer Impedanzspektroskopie (EIS) sntft werden.”® Die Wahl des
Substrates hangt dabei von der angewandten Messteettb. Fir optische Untersuchungen
empfiehlt sich ein transparentes Substrat; furtedekemische Charakterisierungen bendtigt

man dagegen ein leitendes Material wie Gold odér. T
Man unterscheidet, ob die Lipide direkt auf das shah aufgebracht werden (supported
Bilayer Lipid membranes) oder durch einen Ankeekdle daran angebunden sind (tethered

Bilayer Lipid membranes).

Supported Bilayer Lipid Membranes (sBLMS)

Bei sBLMs ist die Lipiddoppelschicht im direkten itakt zum festen Substrat.

Lipiddoppelschicht

Flussigkeitsfilm
e — Substrat

Abb. 5: Schematische  Darstellung einer direkt auf eine @bee aufgebrachten
festkorpergestitzten Membran (sBLM). Zwischen $ibahd Lipiddoppelschicht befindet
sich ein dinner Flussigkeitsfilm

Die Bildung von sBLMs erfolgt durch PhysisorptioDie Lipide werden direkt auf die
Substrat Oberflache aufgebracht. Dies geschiehtwesld@r durch die Fusion von
Vesikeln?"?8 oder durch Langmuir-Blodgett-Transfer (LB-Tran3f&#*”! auf hydrophilen

Oberflachen.
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Beim LB-Transfer werden Lipide in unpolarem Lésumggel (meist Chloroform) geldst und
auf eine Wasser/Luft Grenzflache aufgebracht. Dpade lagern sich dabei so an, dass der
hydrophile Kopf zum Wasser weist und der hydroph8bbwanz zur Luft. Das hydrophile
Substrat wird nun bei definiertem Oberflachendrutidie Losung getaucht und senkrecht
wieder herausgezogen. Dabei Ubertragen sich died.idie Doppelschicht wird durch
erneutes Eintauchen vervollstéandigt. Ein Vorteils deB-Transfers ist, dass man auch
asymmetrische Membranen erzeugen kann.

Der Mechanismus der Vesikelfusion ist noch nichlisténdig verstanden. Man vermutet,
dass zunéchst einzelne Vesikel an der Oberflacherkigren. Diese fusionieren mit anderen
Vesikeln in der Lésung zu groReren Vesikeln, welehd Grund des Kontakts mit der
Oberflache einseitig abflachen. Abhangig von dehdslonskraft der Oberflache und dem
Krimmungsradius reiRen die Vesikel auf und bild&cHige Lipiddoppelschicht-Sticke.
Diese einzelnen Bereiche fusionieren wiederumdtiigyesamte Oberflache bedeckfi8t**!

Bei ausreichend hoher Vesikelkonzentration entstidlaiurch eine defektfreie Lipidschicht.
Die Vesikelfusion wird u.a. von Temperatur, osnaism Druck, Krimmungsradius und pH-
Wert beeinfluss* ],

Der Vorteil von sBLMs ist ihre hohe Stabilitdt. IGegensatz zu BLMs sind sie relativ
unanfallig gegen Erschitterungen und reil3en niohtegcht ein. sBLMs schwimmen auf
einem dinnen Wasserfilm (ca. 1 nm) zwischen Substrd Lipiden. Daher ist eine laterale
Beweglichkeit der Lipide gegeben, womit sie in ihFduiditat den natirlichen Membranen

ahneln.

Hybrid Bilayer Lipid Membranes (hBLMSs)
Eine Unterart der sBLM sind Hybridbilayer (hBLMgjierbei wird zuerst eine hydrophobe
Monolage (z.B. Alkanthiole oder Thiolipid€®"™) auf das Substrat aufgebracht. Die

Doppelschicht kann durch die Zugabe von Vesikelnvolestédndigt werden, die auf der
hydrophoben Schicht spreiten (vgl. Abb/). Bei hBLMs besteht nur die obere Lage der
Doppelschicht aus Lipiden.
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Abb. 6: Spreiten von Vesikeln auf einer hydrophoben Obser#a Zugabe von Lipidvesikeln auf
hydrophobe Oberflache, z.B. SAMs aus Alkanthigky Adsorbieren der Vesikel (B),
Aufbrechen der adsorbierten Vesikel (C), Fusionldpide zu einer planaren Schicht (D)

Auch hBLMs sind sehr stabil. Im Gegensatz zu sBLMaben sie jedoch eine
eingeschranktere laterale Beweglichkeit, da nuobtiere Lipidschicht fluide ist. Die kovalent
gebundenen SAMs sind fest an ihrem Platz verankagser Umstand und das fehlende
Flussigkeitsreservoir machen hBLMs nur bedingt geei fur die Inkorporation von

Membranproteinen.

Cushioned Bilayer Lipid Membranes (cBLMS)

Ein grofRer Nachteil von sBLMs und hBLMs liegt ireh Nahe zum Substrat. Der geringe
Abstand zwischen Lipiddoppelschicht und Oberflactehindert einen Einbau groRRerer
Membranproteine mit ausgedehnten extrazellularermd@@n. Es wird versucht, diese
Schwierigkeit zu umgehen, indem ein weiches Polgeglisch cushion) zwischen Membran
und Substrat eingefugt wird, das gleichzeitig asehreservoir dienen kann. Dies konnte
schon erfolgreich mit Polymeren, Hydrogelen odemtilen gezeigt werderf***3,
Allerdings haben diese cBLMs (cushioned Bilayer idip Membranes, gepolstert
Lipiddoppelschicht Membranen) keine besonders gigelierenden Eigenschaften und der
geringe Widerstand erschwert die elektrochemischesdng von Transportprozessen.
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Tethered Bilayer Lipid Membranes (tBLMs)

Die direkte N&he von sBLMs zum Substrat verhindelgn Einbau funktioneller
Membranproteine. Ein weiterer Ansatz neben den cBldieses Problem zu I6ésen besteht
darin einen Abstandshalter — den so genannten Epamsischen Lipidschicht und Substrat
einzufugen, Uber den die Membran an die Oberflagp&leunden wird, oder wie es auf
Englisch heiRtethered Die untere Lipidschicht ist kovalent an den Spagbunder 14!

.

Abstandshalter
"~ (hydrophiler Spacer)

P Ankergruppe
— Substrat

Abb. 7: Schematische Darstellung einer tethered Bilayer idcipMembrane (tBLM). Die
Lipiddoppelschicht ist durch einen kovalent an &abstrat gebundenen Abstandshalter von
der Oberflache entkoppelt

Ein hydrophiler Spacer bildet zu dem ein wassrigeservoir unter der Lipidschicht, durch
das der Einbau auch grol3erer Proteine in ihrertiomé&llen Form ermdglicht wird. Als
Spacer kommen Polymere, Polypeptidketten, Protéinghiphile oder synthetische Lipide,
die um einen hydrophilen Spacer verlangert wurdefrage. Die Spacer binden kovalent an
die Oberflache z.B. tber Thiolbindungen an G&ifl oder tber Silanbindungen an
Oxidoberflacher ).

Verschiedene Strategien zum Aufbau von tBLMs wurdetersucht. Man kann zunéchst ein
Polymer oder Peptid anlagern und dann die Lipidecidwaktivierte Bindungen (wie z.B.
active ester coupling®) anbinden. Ein erfolgreiches und etabliertes \leda ist jedoch die
Bildung von Selbst-Organisierten Monolagen (SAMsf-assembled monolayer8} 3. Der
Mechanismus der SAM Bildung ist noch nicht vollsténverstanden. Ein Modell von Poirer
und Pylant aus dem Jahre 1996 stellt die Theoriedass sich die Molekille zunachst mit
einer geringen Bedeckungsdichte an der Oberflachigarn. Wenn eine kritische
Oberflachenbedeckung erreicht ist bilden sich géstrinseln bis die gesamte Oberflache
bedeckt ist. Dann finden fest-fest Phasenlbergétgdé bei denen Inseln mit hoher
Packungsdichte entstehen die solange anwachsezinbihomogene Monolage entstanden ist
(vgl. Abb. g). B4
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L ! Monolagen; Bindung mit geringer
w‘zm\'m Oberflachenbedeckung (A), Erreichen
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GRRLEELLILTIRLALIIAR T, SSSSSSSSSSES Packungsdichte (D), Bildung einer
g, 84444444444444443444344434 0158800080088 homogenen Monolage (|[54]

Dies heil3t, dass die Bildung defektfreier SAMs aigitdvom Aufbau der Molekile, ihrer
Affinitdt  untereinander, der Konzentration, der dJbktionszeit sowie der
Oberflachenbeschaffenheit des Substrats. AulRerdtaubet es, dass SAMs dicht-gepackte
Schichten sind, was denn Einbau von Membranprateemschweren kann. Fir tBLMs ist es
daher wichtig einen Kompromiss zwischen defektfrei8chichten und ausreichendem
Abstand zwischen den Spacermolekiilen der SAMsrlefi?,

Auf den SAMs kann die Lipiddoppelschicht durch \ketspreiten®® oder schnellen
Losungsmittelaustausch (RSE, rapid solvent exchaf§e vervollstandigt werden. Das
Spreiten der Vesikel lauft genauso ab wie bei d&inMis (vgl. Abb. 6). Beim RSE werden in
Ethanol gel6ste Lipide auf den SAM gegeben, naafa 0 min wird mit wassrigem Medium
gespult. Dabei bildet sich die obere Lage der Diggbécht. Beide Methoden flhren zu hoch-
isolierenden Lipiddoppelschichten.

Im Gegensatz zu sBLMs ist bei tBLMs die untere Ldge Lipiddoppelschicht nur in einem
eingeschrankten Mal3e fluide, da die an den Spasleurglenen Molekile an ihrem Platz
verankert sind.

Der Vorteil von tBLMS liegt in ihrer hohen Stabidtt und der Entkopplung von der
Oberflache. Die Spacerregion ermoglicht den fumdilen Einbau von Membranproteinen
auch mit ausgedehnten extrazellularen DomanER® und stellt gleichzeitig ein wassriges

lonenreservoir zur Verfigurigf' 4,
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2.1.3 Modellmembranen fiir Biosensoren

Biosensoren erfordern immobilisierte und stabile dglonembranen. Daher kommen fir
Sensoranwendungen insbesondere festkorpergestitetrmbranen in Frage. Wird die
biomimetische Membran mit inkorporierten Proteinémnktionalisiert, gibt es noch
zusatzliche Anforderungen zu beachten. An die himstischen Schichten in Biosensoren
stellt sich daher eine Vielzahl von Anforderungdig oftmals im Widerspruch zu einander

stehen.

* Fluiditat der Lipiddoppelschicht
Die Schichten mussen fluide — also beweglich — gesain, damit sich MPs einlagern
kénnen. Auch mussen die Schichten die Umlagerungen MPs bei Aktivierung
mitmachen und diese nicht dadurch verhindern, siasau rigide sind.

» Dichte der Lipiddoppelschicht
Die Schicht sollte mdglichst defektfrei und ele&th dicht sein, um Leckstréme von
lonen, die die eigentliche Aktivitat der MPs Uberkien kdnnten, zu vermeiden

» Vorhandensein eine lonenreservoirs
Far ihre Aktivitait benttigen MPs auf beiden Seitefer Lipidschicht ein
lonenreservoir, da die Aktivitatt der meisten MPsneei Verschiebung der
lonenkonzentrationen zwischen intrazellularem urdlagellularem Raum zur Folge
hat.

* Immobilitdt der Lipiddoppelschicht
Die biomimetische Schicht muss stabil mit der Sestserflache verbunden sein, so
dass sich die Proteine nicht von der Detektionk8&entfernen oder gar vollstandig
I6sen koénnen und somit schwankende Konzentratioeeen Einfluss auf die
Messung haben.

» Entkopplung von der Oberflache
Die Membranen mussen von der Oberflache entkoppsitien, so dass ein direkter
Kontakt mit einer festen Oberflache oder die Webtiskeung mit Metall die Proteine
nicht sterisch behindert und Einfluss auf ihre Rigrialitat hat.
Dies lasst sich vermeiden wenn zwischen der Lipid$d und der Oberflache ein

Abstandshalter eingefiigt wird.

12
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» Stabilitat der Membran
Um eindeutige Ergebnisse zu erhalten ist es nowgddngen zu wiederholen oder
Uber einen langeren Zeitraum verschiedene Messuagerderselben Oberflache
durchzufiihren. Daher wird eine hohe Stabilitat 8ehichten gegen aufiere Einflisse
(z.B. mechanische Erschitterungen, Scherkrafte)gegén Altern angestrebt. Zudem
konnte eine Stabilitdt der unfunktionalisierten i8bten gegen Luft winschenswert
sein, da dies die Lagerung vorgefertigter Schichféin spatere Screening-

Anwendungen erleichtern wirde.

Bei BLMs ist zwar die Fluiditdt gegeben und es kdmmo keiner Deformation der
inkorporierten Proteine durch Oberflachen, jedocimd s diese Modellsysteme fur
Sensoranwendungen nicht stabil genug. Im Gegetsatz sind sBLMs und tBLMs stabil,
aber die laterale Beweglichkeit ist bei tBLMs unéd &ntkopplung von der Oberflache bei
sBLMs nicht immer realisiert. Daher gibt es eineelvahl von Bemihungen diese
Modellmembranen fur die Verwendung in Biosensonewotimieren.

Es gilt aber auch zu bedenken, dass der AufbadelBnembranern vivo hoch komplex und
die Zusammensetzung der Membran-Komponenten egohirtifir ihre jeweilige Funktion
optimiert ist. Modellmembranen stellen zwangslawfggeinfachte Systeme dar, die nur aus
einer beschréankten Anzahl an Bestandteilen aufgebad. Man muss daher darauf achten,
dass das Modell die Realitat nicht zu sehr verehtfada auch Lipid- und Proteinspezies, die

nicht berticksichtigt werden, einen Einfluss auf@rearakteristik der Membran haben.
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2.2 Membranproteine

Membranproteine (MPs) spielen eine wichtige Rol¢ ddlen physiologischen Vorgéngen —
beim Stoffwechsel, der Signalwahrnehmung oder dermdnhaushalt. Aber auch bei der
Therapie von Krankheiten kommt ihnen eine groRe eBachg zu z.B. als
Wirkstoffrezeptoren. Etwa 60 % der Angriffszielervdledikamenten sind MPS!. MPs
stehen daher schon lange im Fokus der ForschungihtenStruktur, Funktionalitdt und
Kontrollmechanismen besser zu verstehen.

Membranproteine machen ungefahr 30 % aller Proteines Organismussé&’ aus. Sie
kommen nicht geldst vor, sondern sind immer mit idapembranen assoziiert. Man
unterscheidet dabei periphere und integrale NPs.

Periphere MPs lagern durch elektrostatische Wewlréeing oder Wasserstoffbriicken an
den hydrophilen Kopfgruppen der Zellmembran an. ssiel nur relativ schwach gebunden
und lassen sich leicht durch Detergenzien oder pidefungen abldsen. Sie stehen somit in
keinem direkten Kontakt zum hydrophoben InnerenLga@ddoppelschicht.

Integrale MPs durchspannen die Membran. Sie haberst nmehrere Transmembran-
Domanen und extra- bzw. intrazellulare Schleifemg(e loopy. Die Struktur der
Transmembran-Domanen besteht hauptsachlichuddelices. In seltenen Fallen finden sich
auchp-Faltblatter. Integrale MPs sind fest in der Lippggelschicht verankert und lassen sich
nur schwer solubilisieren.

Der Anteil an MPs in der Zellmembran unterscheidath je nach Zelltyp. In der
Plasmamembran von menschlichen Erythrocyten liegtze. bei 49 %(w) in den
Myelinzellen dagegen nur bei 18 %(®. Ihre Erforschung wird dadurch erschwert, dass sie
in vivo nur in geringer Menge expremiert werden und daodwer aufzureinigen und zu
isolieren sind.

Zu den Membranproteinen gehdren z.B. Strukturpnetdenzyme oder Rezeptoren.

2.2.1 Rezeptorproteine

Rezeptorproteine dienen in erster Linie jeglichet der Signalweiterleitung. Sie kdnnen
Hormone, Neurotransmitter oder andere Botenstoiifeldn. Man unterscheidet G-Protein
gekoppelte Rezeptoren (GPCR, G-Protein couplegters) und lonenkanal-Rezeptoren.

GPCRs sind Rezeptorproteine mit sieben Transmeniboaminen und bilden die grofdte

Gruppe von Signalmolekilen. Bei Bindung eines djgehien Liganden &andern sie ihre
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Konformation. Sie kdnnen dann dieUntereinheit von G-Proteinen binden und aktivieren
Dies fuhrt nachgeschaltet zur enzymatischen Syathvesm Second-Messenger-Molekilen
(wie cCAMP oder IR) und moduliert dadurch eine Signalkaskafeé.

"HN

°COO

Abb. 9: Schematische Darstellung eines G-Protein gekoppelRezeptors (GPCR) mit sieben
Transmembran-Doméanen

Aktivator
[
Aktiviert
aam - —p —>
GPCR (]
Protein aktiviert
rS:Acond -Messenger
Synthese

Abb. 10: Schematische Darstellung des Funktionsmechanissesses GPCRs. Nach der Bindung
des Aktivators aktiviert der GPCR ein G-Protein,ssen aktivierte Untereinheit eine
enzymatisch katalysierte Second-Messenger-Kaska@ang setzt. (naéﬁ:” )

Beispiele fur GPCR sind olefaktorische Rezeptoaeingnerge Rezeptoren oder metabolische
Glutamatrezeptorefi®l,

lonenkanal-Rezeptoren sind MPs die Poren in der bdamoffnen, durch die lonen fliel3en
konnen. Im Gegensatz zu anderen lonenkandlen, wi 3Bpannungs-gesteuerten
lonenkanélen, offnen lonenkanal-Rezeptoren bei Bigdeines aktivierenden Liganden
(Aktivator).
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o O
PS Aktivator o _, lonen

v

Abb. 11: Schematische Darstellung eines liganden-gesteuéstankanals. Nach Bindung des
Aktivators offnet eine Pore und lonen kénnen daieh Kanal flieRen

Aktivierte lonenkanéle fuhren direkt zu einem losieam durch die Membran. GPCRs
andern nur ihre Konformation. Die Wirkung (Anderumtgr Membranspannung bzw.

lonenstrome) wird erst nachgeschaltet an einerrand€omponente in der Zelle beobachtet.

2.2.2 Der nicotinische Acetylcholin Rezeptor (nNAchR)

Die nicotinischen Acetylcholine Rezeptoren (nAchRgghtéren zu den am Besten
untersuchten Rezeptorproteinen. Es gibt eine itlzan Arbeiten, die sich mit der Struktur
und der Funktionalitdt von nAchRs beschétftigen. \b@sonderem Interesse ist die Gruppe

der nAchRs auch, weil es sich bei Acetylcholin unea wichtigen Neurotransmitter handelt.

Struktur des nAchR
Acetylcholin Rezeptoren (AchRs) unterteilen sichzimei Untergruppen, die nicotinischen
AchR (nAchR) und die muscarinen AchR (mAchR). Sexden nach ihren Agonisten Nicotin

oder Muscarin unterschieden. Der mAchR ist ein GPO& nAchR kommt vor allem in
Neuronen und Muskelzellen vor und ist ein ligandesteuerten lonenkanal (LGIC).

Die LGICs sind MPs, die bei Bindung eines Ligan@ame Pore in ihrer Mitte 6ffnen und
lonen passieren lassen.

Nach ihrer Struktur lassen sich LGICs in drei Keassinteiler®

* Cys-loop Rezeptoren (Pentamer mit je vier Tranmamiiyomanen)
* lonotrophe Glutamatrezeptoren (Tetramer mit je @ranmembran-Domanen)

» P2X Rezeptoren (Trimer mit je zwei Tranmembran-Doemg

Die Cys-loop Rezeptoren bilden dabei die grol3tgp@euzu der auch der nAchR gehort.
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4 Transmembran-Domanen 5 Untereinheiten
LGIC
Cys-loop Typ

Abb. 12: Schematischer Aufbau eines lonenkanals des Cystigop
oben: eine Untereinheit besteht aus vier Transmamiomanen,
funf Untereinheiten lagern sich zu einem Pentarnsammen
unten: Pentamere Struktur eines Cys-loop lonenlsanal

Die Cys-loop Rezeptoren haben alle eine pentameuktSr, welche aus funf Untereinheiten
(o, B, v, 6 unde) besteht, die eine Pore durch die Membran fordede Untereinheit hat vier
Transmembran-Domanen (M1, M2, M3 und M4). Die MZji8ente bilden dabei die Poren.
Ebenfalls gemeinsam ist allen Cys-loop Rezeptomeitaager, extrazellularer N-Terminus, an
dem sich die Bindungsstelle fur den Liganden befindGIC kommen sowohl als
Heteromere wie auch als Homomere vor. Beim nAchiRrken die Untereinheitemundf in
den Variantenol —o9 und Bl —p4 vor, die je nach Subtyp des nAchR in verschieden
Kombinationen vorliegen. Ein Beispiel fir einen homeren nAchR ist der neuronal&
nAchR. %!

Abb. 13 zeigt die Kristallstruktur des nAchR mitnei Auflossung von 4 A. Der
Porendurchmesser betragt an der schmalsten Stgjédahnr 7 A und ist damit weit genug, um
hydratisierte monovalente Kationen passieren zselasDie intrazellulare Schleife hat eine

Ausdehnung von 2 nif.
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Abb. 13: Roéntgenstruktur des nAchR (Auflésung lf’%)
links: Draufsicht auf die Pore
rechts: Seitenansicht, unten extrazellulare Domaonben Pore mit intrazellularen
Schleifen

Die Bindungsstellen des nAchRs fur Acetylcholindsmit dera-Untereinheit assoziiert und
befinden sich an der Kontaktstelle zwischen zwetetzinheiten®”!

Die Homomerea7, a8 und a9, sowie nAchR aus Muskelzellen und aus dem essitten
Organ des Zitterrochend ¢rpedq werden durch das Schlangengift Bungarotoxin (BTX)
inhibiert. BTX ist ein Polypeptid, das irreversibehd kompetitiv an nAchR bindet. Die
Bindungsstelle fiir BTX befindet sich im extrazefiten N-Terminug’®®

Der nAchR ist auch pharmakologisch von gro3er Bedeu Er ist ein Angriffspunkt fur
Lokalanasthetika und hat einen nachweislichen Effed Alzheimer, Schizophrenie, und

Entziindungerf®" ¢!

Syntheseweqg des nAchR

Jede Untereinheit des nAchRs wird durch eine eigef®NA codiert und als separate
Polypeptidkette expremiert. Die Synthese von nAdimBet an Polyribosomen statt, die an
das rauhe Endoplasmatische Retikulum (rER) bind&&eser Vorgang wird durch eine
Signalsequenz am AchR ausgeldst, was das Vorhagideven Signal Recognition Particles
(SRP) erfordert. Am rER wird dann die Signalsequesmtfernt, es erfolgt eine co-
translationale Core-Glycosilierung und der N-Temsirwird gefaltet!””1"? Die korrekte

Faltung dera-Untereinheit hat in Muskelzellen eine Erfolgsraten ungefahr 309%°2. Der

Rest der Polypeptidketten wird abgebaut. Bei ddtuRg werden Disulfidbriicken zwischen
Cysteinen im extrazellularen Bereich gebildet. fliiledie post-translationalen Modifikationen
notigen Enzyme finden sich im rER. Nach der komektFaltung lagern sich die
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Untereinheiten auf spezifischen — jedoch noch nidilstdndigen bekannten — Wegen zu
Pentameren zusammen. Die Synthese und Modifikalgorintereinheiten dauert ca. 30 min
und die Zusammenlagerung zu Pentameren weitere irg0s0 dass die vollstandige
Expression des nAchR in 90 min abgeschlossen ist.

Die Synthese von nAchR bendtigt eine Vielzahl voofaktoren und post-translationalen
Modifikationen und ist zudem einer Vielzahl von R&dionen unterworfen, die noch nicht
ganzlich verstanden sirf. Es hat sich jedoch gezeigt, dass z.B. die Exjmesson a7
NAchR in manchen heterologen Saugetiersystemeneschuw bewerkstelligen war, was auf
Fehlfaltung und Trapping im rER zuriickgefihrt wufde

Kinetik des nAchR

Bei der Kinetik des nAchR unterscheidet man dreadf#n, geschlossen, offen und

desensibilisiert.

geschlossen offen

o O
8@ 8 Abb. 14: Offnungsmechanismus des nAchR. Bei
Bindung von zwei Agonisten 6ffnet der

Kanal; aus dem gedffneten Zust

—
geht er wieder in den geschlossenen
Zustand Uber; oder es kommt bei
o C ausreichend hoher Konzentration des

Liganden zur  Desensibilisierung,
wobei der Kanal gedffnet aber ni
leitend ist (nact’™).

desensibilisiert

Abb. 14 zeigt ein Schema des OffnungsverhaltensvarhR. Bei Bindung zweier Liganden
offnet der Kanal. Die Offnungszeit betragt etwa 9,72 ms. Danach schlieRt der Kanal
wieder und ist fir einen Zeitraum von 10 — 50 nehhivieder aktivierbal’®. Eine Eigenart
des nAchR ist, dass er desensibilisieren kanrerl&ingerer Zeit einer hohen Konzentration
an Ligand ausgesetzt geht er in einen Zustandem der Kanal zwar offen, aber nicht

permeabel fur lonen ist.
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Der a7 nAchR

Der a7 nAchR Subtyp ist ein Pentamer aus flwf Untereinheiten im Zentralen
Nervensystem. Er spielt eine Rolle bei der Entwinkl der Hippocampus-Funktion und der
Modulation der Neurotransmission. Im ungeschnitterrecht-glycosilierten Zustand hat er
eine GroR3e von 54 kDa. Nach Schneiden der Signglie®a betragt die Grol3e 41 kDa und
nach Glykosilierung 44 kDE?!"2. Allerdings wurde beb-Untereinheiten des nAchR ein
unerwartet schnelles Laufverhalten bei SDS-PAGE tgéssellt. %2 Die
Zusammenlagerung von funfUntereinheiten zu einem Homomer erfordert die Asevdeit
des Proteins Ric-3 oder post-translationale Préezessy®. Die Permeabilitat fiir Naist nur
geringfiigig kleiner als die von'Kmit einem Verhaltnis FPya von 1,2. Dera7-nAchR ist
ebenfalls permeabel fir €a und zeigt eine rasche Desensibilisierung gegenuber
Cholin®™!"@ Der a7-nAchR spielt eine Rolle bei Alzheimer, Schizoptiee und der

Steuerung von T-Zellen des Immunsystems.

2.2.3 Diein vitro Synthese (IVS)

Um Struktur und Funktionalitat von Proteinen untefen zu kdnnen muissen sie im
experimentellen Maf3stab expremiert und aufgereimggden. Dies geschieht zumaistvivo

in Zellkultur. Hierbei gibt es jedoch einige Nadlgewie geringe Ausbeute, komplizierte
Reinigungsprozeduren oder stérende Einfliisse desézen Metabolismusse¥’

Ein alternativer Ansatz ist dim vitro Synthese (IVS) von Proteinen, welche die gezielte
Herstellung bestimmter Proteine ermdglicht. Im Gegéz zurnn vivo Synthese erlaubt die
IVS daher die Untersuchung eines einzigen Reze&pibtyps ohne die Stérung durch
intrinsische Rezeptoren und Kandle wie sie in ibélh und Mebranpréaparationen
vorkommen.

Allerdings ist es diffizil fir die jeweiligen Pratee die geeigneten Synthesebedingungen zu
finden. Gerade MPs haben oft einen kompliziertemtl®3seweg der das Vorhandensein
spezifischer Cofaktoren oder eine Vielzahl co- bzwst-translationaler Modifikationen

erfordert.

Die in vitro Synthese (IVS)
Die Handhabung von Membranproteinen (MPs) zur Aseljarer Struktur und Funktionalitat

wird durch ihren amphiphilen Charakter erschwereénmd MPs sind in Lésung nicht

funktional. lhre korrekte Faltung wird durch dieplddoppelschicht der Zellmembranen
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stabilisiert. Geringe Expressionsraten und ineffizé Reinigungsverfahren sind weitere
Schwierigkeiten. Dies hat zur Folge, dass bislaisy die Struktur von weniger als 100 MPs
aufgeklart werden konnté”\. Zudem fiihrt eine nachtréagliche Integration vokorebinanten
Proteinen in Zellkultur teilweise zum Verlust detlalaren Integritat.

In jungerer Zeit hat daher dim vitro Synthese (IVS) von Proteinen immer mehr an
Bedeutung gewonnéf?" 88 unter IVS versteht man die Expression von Preteiohne
die Verwendung ganzer Zellen in Zellkultur. Stastskn werden Expressionssysteme aus
Zellextrakten oder rekombinante Systeme verwendenachst hauptsachlich fir die
Expression von l6slichen Proteinen eingesetzt,ittoemmer mehr Gruppen daran mit der
IVS auch die kontrollierte Herstellung von Membrestpinen in den Griff zu bekommen.
Anfanglich wurde die IVS in einem Kompartiment dogefihrt. Die Proteinausbeute war
sehr gering (~ ng/ml bis pg/ml), da die Reaktionciuden Verbrauch von Vorstufen und der
Ansammlung von Abbauprodukten gehemmt wuftfe Eine Lésung hierfiir lieferte die
Entwicklung eines zweigeteilten Ansatzes. Dabedwder Ansatz durch eine semi-permeable
Membran in zwei Kompartimente geteilt, die sogemanmeaction mixture (RM) und die
feeding mixture (FM). In der RM findet Transkriptiaind Translation statt; die FM sorgt fur
einen Nachschub an Vorstufen und die Entfernung sbbauprodukten. Die Ausbeute
konnte dadurch betréchtlich gesteigert werden (Aig®®!

Selbsthergestellte Expressionssysteme haben deeilyalass man ihre Zusammensetzung
sehr genau kennt und kontrollieren kann. Die Audliang eines Zellextraktes ist jedoch mit
einem nicht unerheblichen Aufwand verbunden. Mittlele sind aber auch verschiedene
kommerzielle Expressionssysteme erhaltlich, dieAdizeit vereinfachen. Allerdings ist dabei
die genaue Zusammensetzung nicht bekannt. DieseerBgssind auch meist Ein-

Kompartiment-Ansatze, was die Proteinausbeutengpert.

Expressionssysteme fiir dievitro Synthese

Die Wahl des geeigneten Expressionssystems hawghsoon der Natur des Proteins ab, als
auch von seiner geplanten Verwendung. So werdenPrd8eine aus Saugetieren am Besten
in Expressionssystemen aus Saugetierzellen exptemie

Man unterscheidet dabei zwischen prokariotischeste®yen (z.BE.coli) und eukariotischen
Systemen (z.B. Weizenkeimextrakt, Retikulozytenr&dtvon Kaninchen).

In E.coli Expressionssystemen konnte bereits eine Vielzahl MPs erfolgreich exprimiert
werden. Die Ausbeute an Protein ist im bakteriegstem im Allgemeinen héher als in den
eukariotischen.  Allerdings fehlt den prokariotieoh Systemen die in Eukaryoten
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vorhandenen Chaperone, die fir die korrekte Faltwley MPs sorgen. Auch das
Vorhandensein von Signal Recognition Particels (@RPdie das Abtrennen der
Signalsequenz am maturierten Protein ausldsenicist bekannt!’{787]
Weizenkeimextrakgilt als relativ robustes Expressionssystem. Dietdthausbeute hangt
stark von der Qualitat des Extraktes und seinerrédnigung ab, da Endospermgewebe
Abbauenzyme und Translationsinhibitoren enthaltdedn eignet sich das Weizenkeim-
System schlecht fur kombinierte Transkriptions/Blations-Ansatze. Es wird daher meist
mit mRNA als Ausgangsmaterial verwend&tl"!

Retikulozytenlysat von Kaninchevird aus Blutzellen gewonnen und hat auf Grundhesei
Ursprungs aus Saugetierzellen die groRte Ahnlichkéi menschlichen Zellen. In diesem
System konnte ohne Zugabe weiterer Bestandteile ¥ielzahl von post-translationalen
Modifikationen wie Glykosilierung, Abtrennung deigBalpeptidsequenz oder Acetylierung
nachgewiesen werden. Allerdings ist die Proteinautb sehr gering und nur wenige

Membranproteine konnten bisher in diesem Systemiraigrt werdert !

Prinzip derin vitro Synthese

Es gibt kombinierte Expressionssystemengl coupled) bei denen Transkription und
Translation in vitro im Zellextrakt ablaufen. Bei diesen Systemen kénnals
Ausgangsmaterial fir die genetische Information éDItomplementary DNA), mRNA
(messenger RNA) oder PCR (Polymerase chain reactolymerase Kettenreaktion)
Produkte dienen. Abb. 15 zeigt den Ablauf der I\W$ Beispiel von cDNA. Die cDNA wird
in einen geeigneten Vektor (z.B. ein Plasmid) koniund dem Expressionssystem
zugegeben. Die im Zellextrakt enthaltenen Polymarashreiben die cDNA in mRNA um —
die Transkription findein vitro statt. Danach wird an den Ribosomen das Proteithstisiert

— ebenfallsn vitro. Sofern die entsprechenden Cofaktoren vorhandeh serfolgen die co-
und post-translationalen Modifikationen.

Im Anschluss kann das Protein entweder ausgefditt Hilfe von Detergenzien in Losung
gehalten oder direkt in Vesikel (Proteoliposomergwb biomimetische Membranen

inkorporiert werden' 178!
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Abb. 15: Schematischer Ablauf der in vitro Synthese (IVS) e@DNA. Die cDNA wird in einen
geeigneten Vektor kloniert und dem Zellextrakt despressionssystems beigefligt.
Transkription und Translation finden in vitro statt
Das synthetisierte Protein kann ausgefallt, sdisiert oder direkt in Vesikel oder
Membranen inkorporiert werden

Vor- und Nachteile dan vitro Synthese

Die IVS bietet einige Vorteile gegeniiber der Expims in Zellkulturl” 17!

» kontrollierte Expression
Durch die Zugabe von RNA bzw. DNA in ein ansonsiaitestgehend RNA bzw.
DNA freies System wird hauptsachlich das gewinsdbtetein expremiert. Die
zusatzliche Expression intrinsischer Proteine eiwikultur findet nicht statt. Dies
erlaubt eine genauere Kontrolle und erspart eidéesp Aufreinigung

» offenes System
Cofaktoren, die die Expression eines Proteins &gsh sowie andere Substanzen wie
z.B. Proteaseinhibitoren, kénnen jederzeit beigéseterden, um die Ausbeute zu

erhdhen.
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kurze Dauer
Die komplette Expression des Proteins ist innerhvalb 90 min abgeschlossen. Dies
ist eine beachtliche Zeitersparnis gegenuber demveionellen Weg, da die
Kultivierung der Zellen, Lyse, Aufreinigung und Ruelstitution entfallen.
» geringes Volumen
IVS Systeme arbeiten bereits mit geringen Volumina 25 oder 50 pl. Dies macht
sie geeignet flr den Einsatz in miniaturisiertest&men.
* keine toxischen Effekte
Toxische oder hemmende Effekte, die bei Uberexmess Zellen beobachtet
werden, spielen keine Rolle. AuRerdem konnen audteiPre, die fur bestimmte
Zellen toxisch sind, im zellfreien System exprenrveerden.
* unabhangig vom Zellmetabolismus
Der Zellstoffwechsel findet im Zellextrakt wenn dbaupt nur in sehr verminderter
Form statt. Eine Verstoffwechslung von zugesetftéo-)Faktoren spielt daher nur

eine minimale Rolle.

Allerdings hat die IVS auch Nachteile. Im Gegensaiz Expression in Zellen fehlen in
Zellextrakten teilweise Cofaktoren und die Fahigkpeost-translationale Modifikationen
auszufuhren, die fur eine korrekte Expression bghéaerden.

Fur jedes Protein stellt sich die Frage der Optiomg der IVS. Zu bertcksichtigende
Parameter sind dabei u.a. die lonenkonzentratiom, Qualitdt und Konzentration der
Ausgangs-DNA oder die Verfiigbarkeit von Energfé Die korrekte Faltung hangt z.B. auch
von den reduzierenden Bedingungen ab, die die Bgduvon Disulfidbriicken
beeinflussef/*&4,

In vielen Arbeiten wurde bisher nur gezeigt, daas WP expremiert wird, also seine reine
Existenz nachgewiesen, eine Verifizierung der Honlditat ist dabei aber nicht immer

gegeben.
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2.3 Mikrofluidische Analyse Systeme

Analytische Untersuchungen z.B. im medizinischerei® (Bluttests, AntikGrpernachweise,
etc.) oder im Bereich der Umweltanalytik (Schadsi@thweise, etc.) kdnnen z.T. nur mit
groBem Aufwand im Labor durchgefuhrt werden. Umt Zgid Kosten zu sparen ware es
wunschenswert diese Untersuchungen direkt vor @rtehmen zu kdénnen. Ein Moglichkeit
dazu liegt in der Entwicklung von Lab-on-Chips (DoCauch Micro Total Analysis Systeme
(LTAS) genannt.

Wenn von LoCs die Rede ist, versteht man darunténatorisierte Systeme, die
Probenverarbeitung und Analyse vereinen (Integmatiocund dabei mit geringen
Probenvolumen auskommen (Miniaturisierung). Dalred EoCs untrennbar mit dem Begriff
Mikrofluidik und Mikrostrukturierung verbunden.

Mikrostrukturierung ist der Uberbegriff fir techoie Verfahren, die es ermdglichen,
Strukturen im p-Meter Bereich und kleiner zu ermugDazu gehoren z.B. Heil3préagen,
Laserablation oder PhotolithograpHf&:®!

Von Mikrofluidik spricht man, wenn man es mit flisdhen Systemen zu tun hat, bei denen
mindestens eine GroRRe (Lange, Durchmesser odemémiiim Mikro-Bereich liegt.

Viele Vorteile der Miniaturisierung lassen sich ndem Skalierungsgesetz (scaling law)
erklaren. Bei Miniaturisierung der Reaktionsstru&tuverandert sich das Volumen kubisch,
die Oberflache jedoch nur quadratisch. Das bededt&ts bei LoCs Oberflacheneffekte
gegenuber Volumeneffekten dominanter werden. Zudenden die Entfernungen kleiner, so
dass physikalische Prozesse, die eine raumliche pikkoente haben (z.B.
Konzentrationsausgleich, Warmetransport), schneldgmeschlossen sind®® Die
Miniaturisierung und Integration von LoCs bieterhédaVorteile, die spater ndher erlautert

werden und die LoCs fir Analysesysteme so interéssachen.

2.3.1 Kurze Historie

Das erste minaturisierte Analysesystem war ein astatograph, der schon 1975 von Terry
et al. vorgestellt wurdE®. Es dauerte aber noch bis Anfang der 90er Jateeliehdie LoCs

in den Fokus der Forschung rickten. In der Gruppe Andreas Manz wurde nicht nur ein
weiteres erfolgreiches Miniatursystem fir die Figssromatographie entwickelt, sondern
auch das Konzept der pTAS und ihre Anwendungsmidggiten in Worte gefas$t®. zu
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dieser Zeit bestanden die meisten Systeme ausu8iliand Glas und dienten chemischen
Nachweisverfahren.

Seit 1994 hat die Zahl der Arbeiten auf dem Gebit LoCs stark zugenommen. Neue
Verfahren in der Mikrostrukturierung wie Rapid Riyping oder Heil3pragen (Hot
Embossing) wurden entwickelt. Zudem wurden andegelblien wie Elastomere oder
cyclische Polymere verwendet und das Anwendungsgeburde Uber rein chemische
Analysen hinaus auf biologische Systeme erweitsuch die Detektionsmethoden wurden
vielfaltiger (z.B. optische oder elektrochemischetdktion) und Kommerzielle Systeme

kamen auf den Markg>1]

2.3.2 Biosensoren

LoC Sensoren kénnen auf verschiedenen Konzeptemder Es gibt Gassensoren, chemische
Sensoren oder Biosensoren. Unter einem Biosenssiet® man eine Analyseeinheit, die zur
Detektion oder Quantifizierung eines biochemischiMalekiils dient. Man unterscheidet

Biosensoren nach

(1) der Rezeptoreinheit (z.B. Immunosensor mit Kimpern, DNA-Chip),
(2) dem Detektionsprinzip (z.B. elektrochemischen$br, Fluoreszenzsensor) oder

(3) der Anwendung (z.B. medizinischer Sensor firlkBse-Nachweis).

Hinsichtlich der Rezeptoreinheit sind insbesondeiA-Chips und Immunosensoren gut
erforschte Systeme. DNA Chips werden bereits reutil3ig zum Nachweis genetischer und
infektioser Krankheiten in Kklinischen Laboren angedet. Aber auch Protein-Chips
gewinnen immer mehr an Bedeutung. Insbesondere sChapr Detektion von
Antikdrperbindungen und enzymatischen Reaktionéslesp eine Rolle in der Diagnostik und
sind kommerziell erhaltlicH??°!

Fur die Detektion gibt es verschiedene Mdoglichkeitelan unterscheidet optische Sensoren
(Z.B. Fluoreszenz oder Oberflachenplasmoriéh basiert), mechanische Sensoren (z.B.
Schwingquarzsensoref?™), magnetische Sensoren (z.B. basierend auf magheti
beads®) oder elektrische Sensoren (z.B. FETsoder amperometrische Sensoféh.

Neben ihrer Bedeutung in der klinischen Diagnostierden Biosensoren auch in der
Umweltanalytik, der Forensik oder zum Nachweis vbiologischen und chemischen
Kampfstoffen verwendet.

26



Theoretische Grundlagen

2.3.3 Vorteile von LoCs als Biosensoren

Auf Grund der Miniaturisierung und Integration lgiet LoCs einige Vorteile gegenuber

herkdmmlichen Laborverfahren

» geringes Probenvolumen
LoCs kommen im Vergleich zu den meisten Standafobtansatzen mit einem
geringen Probenvolumen aus. Dies bedeutet, dassidie auch fir biologische
Analysen eignen bei denen entweder die biologiS#esoreinheit oder der Analyt in
kleinen Mengen vorliegen.

* besserer Warmetransport
In LoCs erfolgt ein schneller Warmetransport. Dibsedeutet, dass auch die
Inkubationstemperatur einer biologischen Probe altlim gesamten Ansatz erreicht
wird.

» schnellerer Stofftransport
Die rasche Diffusion, fihrt dazu, dass das Analyehnell an die Sensoroberflache
diffundieren und dort zu einer Reaktion fuhren.deslarf keiner langen Misch- oder
Inkubationszeiten.

* niedrige Kosten
Die meisten Komponenten fur LoCs lassen sich in ddaproduktion, z.B. durch
Spritzguss oder HeilRpragen, kostengunstig henstelle

» geringeres Risiko von Verunreinigung
Da die Analyse in einem abgeschlossenen Systenufgbiat die Gefahr, dass
Verunreinigungen eingeschleppt werden, geringerbalsoffenen Ansatzen. Zudem
erlauben es die niedrigen Herstellkosten LoCs aégweérfartikel fir den Einmal-
Gebrauch zu produzieren und verringern dadurch felendas Risiko von
Verunreinigungen.

* gute Reproduzierbarkeit
Im LoC herrschen genau definierte Rahmenbedingungendie Reaktionsparameter
wie z.B. Probenvolumen lassen sich prazise korgreth. Dadurch ist die
Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit verschiedeimsétze gegeben.
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3 Ziel der Arbeit

Die Detektion und Identifizierung pharmakologiscklevanter Stoffe ist von groRRer
Bedeutung fur die medizinische Forschung. Dafiid sfereeningverfahren notwendig, die
eine einfache, kostengunstige und schnelle Methasten, um eine Vielzahl von méglichen
Wirkstoffen zu testen. Ziel dieser Arbeit ist diati&icklung eines Lab-on-Chip Systems zur
Messung liganden-induzierter Aktivitat von lonenélam. Als Rezeptoreinheit soll dabei ein
in vitro expremierter lonenkanah{-nAchR) dienen, der in die biomimetsiche Membran d

Sensoroberflache inkorporiert wird.

Es soll zunachst ein Chipsystem etabliert werdessdlie elektrochemischen Detektion der
Liganden/Rezeptor-Bindung ermoglicht. Dazu benétigtden eine mikrofluidische Einheit
und Elektroden. Die Elektroden sollen hinsichtliaker Eigenschaften, welche die

biomimetischen Membranen beeinflussen konnen (R#eltietc) charakterisiert werden.

Anschlie3end soll der Aufbau von verschiedenen bimetischen Schichten im Chipsystem
untersucht und diese hinsichtlich ihrer elektrociselen Eigenschaften beurteilt werden.
Hierbei sollen vier Membrantypen im Fokus der usuiehung stehen: eine tBLM, ein cBLM
mit einem Peptid als Abstandshalter, eine hBLM manigelagerten Vesikeln und Block-

Copolymere.

Zur Detektion der Rezeptoraktivierung soll die Fumk des Chipsystems verifiziert und eine
geeignete elektrochemische Messmethode etabliedane

Zum Abschluss soll diein vitro Synthese (IVS) von Membranproteinen auf ihre
Anwendbarkeit fir LoCs untersucht werden. Dazu ndisKompatibilitat der IVS mit dem
mikrofluidischen System lberpruft werden. Als B&s$pflir einen liganden-gesteuerten
lonenkanal dient der homomex&-Subtyp des nicotinischen AcetylcholinrezeptosdmR).

Es wird getestet ob, sich der nAchR mit einem trovexpressionssystem synthetisieren lasst.
Danach wird untersucht, ob er sich funktionell inrhimetische Membranen einbauen lasst,

so dass die Aktivitit mit dem vorgestellten Chipeygs detektierbar ist.
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4 Methoden

4.1 Elektrochemische Impedanz Spektroskopie (EIS)

Die Elektrochemische Impedanz Spektroskopie (E4S3eit Jahren eine etablierte Technik in
der Elektrochemie, der Festkorperphysik, aber adem Materialwissenschaften zur
Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften Materialien und Grenzflachen. Sie
findet Anwendung bei der Untersuchung von Halbieitelonischen Leitern und
Dielektrika.®®% Opbwohl die EIS anfangs hauptsachlich bei der Gttarsierung von
festen Materialien wie Batterien oder Brennstoftzeleingesetzt wurde, finden sich in
jungerer Zeit immer mehr Arbeiten, die EIS als Betmsmethode fir Biochips benutzen
B700U - Die meisten dieser Chips verwenden an die Eldkmoberfliche gebundene
Antikorper oder Proteine als Sensoreinheit.

Da die EIS eine nicht-invasive, markierungs-freiecfinik ist, die es erlaubt biologische
Systeme in ihrer nattrlichen Umgebung zu untersuclignet sie sich insbesondere auch zur

Untersuchung von Membranproteinen in biomimetisdidembranen.

4.1.1 Theorie der EIS

4.1.1.1 Impedanz

Als Impedanz bezeichnet man den Wechselstromwal®ils? eines Systems. Die Impedanz
ergibt sich dabei aus den Anteilen von ohmschenevgidnden, Kapazitaten und induktiven
Elemente. Wobei induktive Elemente im Folgendeminiéher behandelt werden, da sie bei
biologischen Systemen nicht vorkommen.

Im Gegensatz zum rein ohmschen Widerstand R héngvod der Frequenz der
Wechselspannung ab und lasst sich als komplexeZaht’ + jZ” mit dem Realteil Z’' und

dem Imaginarteil Z” ausdriicken (um Verwechslungemt dem Strom | oder i(t)

vorzubeugen, wird im Folgenden die komplexe Zdril wie in der Elektrotechnik tblich

mit j bezeichnet).
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Phasen
verschiebyung

u() /10

Abb. 16: Darstellung einer Sinus-
formigen Wechselspannung |
des daraus resultierenden
Wechselstroms, sowie der

Zeit Phasenverschiebung dazwischen.

Per definitionem ist die Impedanzd(das Verhaltnis der zeitabhangigen Wechselspannung
zum zeitabhangigen Wechselstrom und lasst sichelmgr linearen Beziehung zwischen

Strom und Spannung ausdriicken als

Z(w) =% (Gl. 1)

mit u(t) =U,, [sin(«t) und

i(t) =1, [sin(at + @)

wobei Unax und hax die maximalen Amplituden von Spannung und Strond sinde die

Phasenverschiebung.
Die komplexe Darstellung der Impedanz Iasst sietosdin der Form

Z = 7' +jz" (Gl.2)

mit Z’ als Realteil und Z” als Imaginéarteil von 2|s auch in der Eulerschen Darstellung

N
I

|Z | (cosp + jsing) (Gl.3)

bzw.
Z

|Z | 8" (Gl.4)

schreiben. Wobei |Z| der Betrag der Impedanzqdie Phasenverschiebung zwischen Strom

und Spannung ist.
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Abb. 17: Darstellung des Zusammenhanges von Z', Z”, |Z| gneiner komplexen Zahl im
Zeigerdiagramm

Der Zusammenhang zwischen Z' und Z” sowie |Z| uled Phasenverschiebuiggwird in
Abb. 17 deutlich.

4.1.1.2 Prinzip und Durchfiihrung von EIS Messungen

Der klassische Aufbau eines EIS Experiments bestehs drei Elektroden: der
Arbeitselektrode (AE), deren Eigenschaften untdrsmerden sollen; der Referenzelektrode
(RE), gegenuber der das Potential der AE bestimimd wnd die Gegenelektrode (GE).
Zwischen der GE und der AE fliel3t der Strom, dadag Potential an der RE stabil bleibt. Bei
einem typischen EIS Experiment wird eine Wechselspag u(t) an die AE mit Bezug auf
die RE angelegt. Zwischen AE und GE flie3t dannWgchselstrom, dessen Amplitude und
Phasenverschiebung gemessen wird. Die Amplitudeadgelegten Wechselspannung sollte
ausreichend klein sein (< 50 mHz) um einen lineaZaesammenhang zwischen Strom und

Spannung zu gewébhrleisten.

4.1.2 Interpretation der Daten

|Z| unde bzw. Z' und Z” reichen jedoch nicht aus, um dieke¢rischen Eigenschaften des
Systems so wie deren mogliche Anderung quantitativcharakterisieren. Um EIS Daten
auswerten zu konnen, muss man das System durchEeatzschaltbild modellhaft

beschreiben und die gemessenen Daten mit dieseatz&shkaltbild anfitten. Unter einem
Ersatzschaltbild versteht man die Darstellung dgsteghs durch einen Schaltkreis, der

dasselbe Impedanzspektrum hervorbringt. DiesesltBdtiaist jedoch in jedem Fall eine
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Vereinfachung der Realitat, da viele kleinere Eiéeklie im realen System eine Rolle spielen,
im Impedanz Scan nicht aufgelost werden kdnnendamer vernachlassigt werden missen.
Ein Ersatzschaltbild kann sich zusammensetzen ars mhysikalischen Komponenten
ohmscher Widerstand (R), Kapazitat (C) und Indutéiiv(L), aber auch aus Komponenten,
die keine elektrotechnische Entsprechung habennundurch eine mathematische Funktion
definiert sind, wie z.B. Constant Phase Elemen&)dkd Warburg Element (W).

Fur biologische Membranen sind v.a. ohmscher Widats Kapazitat und CPE von

Bedeutung.

Ohmscher Widerstand (R)
Der ohmsche Widerstand wird oft auch einfach nsr\diderstand bezeichnet. Er ist nicht
abhangig von der Frequenz und somit

Z = R Z' = R Z" =0

Die Phasenverschiebung eines idealen Widerstaredgighp = 0°

Kapazitat (C)

Kapazitive Elemente haben die Eigenschaft Ladungyemnen, wie z.B. Kondensatoren. lhr
Wert ist sowohl von der Flache als auch vom Abstand. der Dicke der Schicht abhéngig.
Nach der Kondensator-Gleichung ist die Kapazitat

& LelA
d

Wobei A die Flache ist, d die Schichtdicke bzw. d&Ebstand zwischen den beiden

C= (Gl. 5)

Grenzflachen, ¢y die Dielektrizitatskonstante im Vakuum (8,854 pF/rand ¢ die
Dielektrizitatskonstante des Materials. Theoretigg$st sich wenre bekannt ist, aus der
Kapazitat die Dicke der biomimetischen Schicht ib@sten. Praktisch stellt dies oft ein
Problem dar und lasst sich nur ndherungsweisesrer@n, dee meist unbekannt ist, da die
Dielektrizitatskonstante u.a. von der Zusammensgtzler biomimetischen Schicht abhangt.
Die Impedanz einer Kapazitéat ist von der Frequdai&iagig und rein imaginar.

1 1

Z' =0 7" = —

Z = —
jaC aC

Die Phasenverschiebung eines idealen Kondensattéghp = -90°
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Constant Phase Element (CPE)
Reale Systeme weichen oft von idealen Kapazitdbeuna entsprechen eher einer Verteilung
von Kapazitaten. Das CPE berucksichtigt dies dembn Korrekturfaktor n

1
T(ja)"

CPE =

(Gl. 6)

T ist dabei analog zu C eine zeitunabhangige Koteta
Wie die Kapazitat ist auch das CPE rein imaginér.

1 - Z' =0 Z" = 1n
T(jw) T

n kann dabei Werte zwischen -1 und 1 annehmenntdpEcht einer idealen Induktivitat, O
entspricht einem idealen ohmschen Widerstand wmtdpricht einer idealen Kapazitét.
Uber die physikalische Entsprechung des CPEs gibtegeschiedene Theorien. So konnen
z.B. Unebenheiten auf der Oberflache, mikroskogschemische Inhomogenitaten oder
Adsorption von lonen zu Abweichungen vom idealemhdéen fiihrert®2103!
Aus den Konstanten T und n des CPEs lasst sicleifig Parallelschaltung von R und C
zusammen mit dem Wert fur R die entsprechende Kip&z bestimmen

(T [R)%

C=t (Gl. 7)

4.1.2.1 Darstellungsarten der EIS Daten

In der Literatur findet sich eine Vielzahl von Milkeiten zur graphischen Darstellung von
EIS-Daten. Welche Variante man bevorzugt hangt deaim, auf welchen Aspekt man den
Schwerpunkt legt*®”

Ein paar der wichtigsten Darstellungsformen werden Folgenden am Beispiel einer
Parallelschaltung von Widerstang, Rnd Kapazitat G mit einem seriellen Widerstand,R
und einer nachgeschalteten Kapazitétetautert, die auch als vereinfachtes Ersatzduldhlt
fur biomimetische Membranen dient.

Die wichtigsten Variablen dabei sind

die ImpedanzZ =Z'+jZ" und

die komplexe Leitfahigkeit, die Admittanz Y :% mit Y =Y'+jY".
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Bode Plot

Beim Bode Plot (Abb. 18 A und B) wird die Phasesebiebunge und der Betrag der
Impedanz |Z| logarithmisch gegen die Frequenz #afgen. Aus der Phasenverschiebung
kann man direkt ersehen, welche Frequenzbereiah®vmwrw. C dominiert werden. Bei einer
Phasenverschiebung von -90° herrschen die kapazitinflisse vor. Bei Frequenzen mit
einer Phasenverschiebung von 0° verhalt sich daste®y wie ein reiner ohmscher

Widerstand. Die Plateaus von |Z| entsprechen dateWder Widerstande.

Nyquist Impedanz Plot

Beim Nyquist Impedanz Plot (Abb. 18 D) wird der bn@rteil Z” linear gegen den Realteil

Z' aufgetragen. Jedes RC-Element wird durch einealblkieis reprasentiert. Die

Schnittstellen der Halbkreise mit der Z'-Achse gela die Werte des ohmschen
Widerstandes wieder. Ein Nachteil ist, dass digie@zabhangigkeit bei dieser Darstellung
nicht mehr deutlich wird. Ein Vorteil der Nyquistols ist, dass die Form der Halbkreise
einen Ruckschluss auf die Charakteristik der Konepten zulasst. Ein perfekter Halbkreis,
dessen Mittelpunkt auf der Z’-Achse liegt, rihrnveiner idealen Kapazitat im RC-Element

her. Ein abgeflachter Halbkreis oder einer, deddételpunkt unterhalb der Achse liegt,
deutet auf ein CPE Element hin.

(Frequenzreduzierter) Admittanz Plot

Beim Admittanz Plot (Abb. 18 C) wird Y'd linear gegen Y& aufgetragen. Jedes RC-
Element wird auch hier durch einen Halbkreis regméisrt. Die Schnittstellen der Halbkreise

mit der Y”/w-Achse spiegeln die Werte der Kapazitat wieder.dbéibhdet man die niedrigen
Kapazitaten bei den hohen Frequenzen.
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Abb. 18: Verschiedene Darstellungsmoéglichkeiten von Dateardmpedanz-Messung: Bode-Plot |Z|
(A), Bode-Plot Phasenverschiebung (B), frequenziedier Admittanz-Plot (C), Nyquist
Impedanz-Plot (D). Die Kurven ergeben sich fur @agrunde liegende Ersatzschaltbild
eines R(RC)C-Elementes mit den aufgefihrten Wégen

Abb. 18 zeigt die Impedanzspektren in den unteestttthen Darstellungsformen am Beispiel
einer einfachen R(RC)C-Schaltung und verdeutlicleichzeitig, welche Anderungen in
welcher Darstellungsform am besten reprasentiertdeve Zu sehen sind die Auswirkungen
einer Anderung des Elektrolytwiderstandeg(R\ -), des Membranwiderstandes, Ro-) und
der Membrankapazitat,(X---).

Bdelet, ihm die

Frequenzabhangigkeit am deutlichsten zu erkennebiis Impedanz wird bei verschiedenen

Den besten Uberblick Uber das System gibt der da in

Frequenzen von verschiedenen elektrochemischen akibastiken dominiert. Eine

Phasenverschiebung von -90 ° und Steigung von tlZpebedeutet die Dominanz eines
kapazitiven Elementes. Ein Plateau bei |Z| zemreohmschen Widerstand an. Im Nyquist
Impedanz Plot und im Admittanz Plot ist die Frequadshangigkeit nicht ersichtlich und die
Frequenzen miuissten extra gekennzeichnet werdererdefd dominieren auf Grund der

linearen Skalierung die hohen Impedanzen. Songt Anderung von gnur im Bode Plot als
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parallele Verschiebung von |Z| bei hohen Frequermemeobachten. Im Admittanz Plot
werden die Kapazitaten betont. Eine Anderung vere€igt sich in einer Verschiebung des
Schnittpunktes mit der Y'#-Achse. Die kleinere Kapazitat,C lasst sich dabei im hoher
frequenten Bereich bestimmen. Anderungen von ZRigen hier keine Auswirkung. Sie
werden daflr deutlich im Nyquist Impedanz Plot @stgllt. Eine Erhéhung von,Rlhrt zu
einer VergroflRerung des Halbkreises von Z” gegenD&r groRere Widerstand,Rasst sich
bei niedrigen Frequenzen bestimmen. Im Bode Pi@ime Anderung von Rbei Frequenzen
unter 1 Hz zu erkennen. Anderungen vop @eigen sich als parallele Verschiebung des

Bereiches mit der Steigung -1.

Z” gegen f
Dies ist eine seltener anzutreffende Darstellungdaei welcher der Imaginarteil der

Impedanz logarithmisch gegen die Frequenz f audgetr wird (vgl. Abb. 19). Das
Maximum von |-Z”| liegt bei der charakteristischErequenz = 14/ = 1/RC und hat einen
Betrag von R/2. Man kann aus diesem Plot die charigkische Frequenz eines RC-Elements

bestimmen und gleichzeitig Verdnderungen von R aeloien.
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Abb. 19: Darstellung von Z” gegen den Logarithmus der Frequ fur ein RC-Element.
Eingezeichnet sind die charakteristische Frequerzlfr und %2 R.

4.1.2.2 Datenerfassung und Auswertung

EIS Messungen erfolgen mit einem Potentiostaten eindm Frequenzanalysator. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Messungen mit eingAutolab (ECO Chemie; Utrecht,
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Niederlande) mit eingebauten FRA-Modul (Frequenegponse Analyzer) durchgefuhrt. Die
Impedanz Scans wurden im Frequenzbereich zwisclerkHz und 5 mHz (mit einer
logarithmischen Verteilung von 30 Messpunkten)diaem DC-Potential von 0 V und einer
AC-Amplitude von 10 mV gemessen. Die Auswertung @Rohdaten erfolgte mit dem
Programm ZView (Version 2.90, Scribner AssociatéSA).

Aus dem Kurvenverlauf im Bode- sowie im AdmittariptHassen sich Riickschlisse auf das
System ziehen. In Kombination mit der theoretischarstellung der Charakteristik der
Oberflache lasst sich daraus ein Ersatzschaltlgiicegeren. Dieses Ersatzschaltbild dient als
Grundlage der Fits bei der Auswertung. Bei der Wdé$ Ersatzschaltbildes gilt es zu
bedenken, dass viele unterschiedliche Kombinatiomen Schaltelementen zum selben
Impedanzverlauf fuhren. Um verlassliche und v.agksichbare Ergebnisse zu erzielen, sollte
jedoch immer ein moglichst einfaches Modell mit mndlgst wenig Unbekannten gewahlt
werden.

Um die Impedanzdaten anzufitten muss zunachst eemlinftige Abschéatzung der
Ausgangswerte vorgenommen werden. Fur ein R(RCYatEschaltbild lassen sich aus der
|Z|-Kurve des Bode-Plots zwei WiderstandgeuRd R, ablesen, wo die Steigung der Kurve 0O
betragt (vgl.Abb. 18 A). Dabei entspricht das Plateau im hoher freqererBereich dem
vorgeschalteten Elektrolytwiderstand.Rm Admittanz-Plot sind zwei Schnittpunkte mit der
Yl o-Achse zu erkennen, wobei sich der zweite Halbkidgs G darstellt, meist nur durch
Extrapolation ergibt. Diese Werte werden als Auggarerte fiir den Fit eingesetzt. Uber
einen Algorithmus auf Basis der kleinsten Quad(btast square fit) werden die Werte der

einzelnen Elemente des Ersatzschaltbildes bestimmt.

4.1.3 Auf der Suche nach dem richtigen Modell

Wie bereits erwahnt, kdbnnen Impedanzmessungenntenpretiert werden, wenn ihnen ein
zutreffendes Modell des untersuchten Systems zundgrgelegt wird. Daher empfiehlt es
sich, bei der Auswertung von Impedanzdaten von ddissren ein wenig Zeit auf die
wohliberlegte Wahl des am besten geeignesten Ecsatitbildes zu verwenden.

Eine natirliche Zellmembran kann als Parallelscinglteines Widerstandes, Rnit einer
Kapazitat G, dargestellt werden. Der Widerstand verdeutlichtidalas Hindernis, das
Lipidschichten dem Durchtritt von lonen entgegetzese. Die Kapazitat beruht auf der
Eigenschaft der Zellmembran, Ladung zu trennen. uD&mmmt noch eine serielle

Komponente B, der Widerstand des Elektrolyten. Bei Modellmemilera an Oberflachen
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findet sich noch ein zusatzliches RC-Glied, das wer der Grenzschicht an der
Elektrodenoberflache herrihrt, mitdRind G. Bei dichten Membranen falltsEs: kaum ins
Gewicht. Bei tBLMs mit einer ausgepragten Spacéoregann sich im lonenreservoir jedoch
eine ausgepragte Helmholz-Doppelschicht ausbilden.

Welches Ersatzschaltbild verwendet wird hangt voaibAu der biomimetischen Membran
ab.

Das ideale Modelll**4

Rel Rm Csc
1 1

VAN |
Cm

Abb. 20: Ersatzschaltbild fir eine ideale biomimetische Manbmit einem RC-Element.

Im idealen Fall ist die biomimetische Membran défek und hoch isolierend. Sie kann dann
durch eine Parallelschaltung von,Rind G, bzw. CPE, dargestellt werden, mit dem
Elektrolytwiderstand R in Serie und einer nachgeschalteten Kapazitgt ®sc ist hierbei

nicht unterscheidbar. Die Verwendung eines CPESsidisichtigt, dass es sich bei einer
Lipiddoppelschicht um ein inhomogenes System handeten hydrophile und hydrophobe
Regionen unterschiedliche elektrochemische Eigenatifweisen. Daher wird die Membran

wie eine Verteilung von Kapazitaten behandelt.

Das festkdrpergestiitzte ModétP

Rel Rm Rsc
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CPEm Csc

L ] L
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Abb. 21: Ersatzschaltbild fir eine festkdrpergestitzte Meambnit zwei RC-Elementen.

Hierbei wird zusatzlich zur Membran auch noch diger@schicht der Elektrode
beriicksichtigt. Gerade bei ausgedehnten lonenm@sgemmterhalb der Membran kann diese
namlich nicht mehr vernachlassigt werden. Auch loatische Schichten aus mehreren
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Lagen mit unterschiedlichen elektrischen Eigendehakénnen durch zwei hintereinander
geschaltete RC-Glieder beschrieben werden.

Bei tBLMs oder cBLMs mit Abstandshalter ist dieddsdell zu bevorzugen. Es wurde in der
vorliegenden Arbeit hauptséchlich fur die Charakterung der biomimetischen Schichten
verwendet. Der kapazitiven Verteilung innerhalb digiddoppelschicht wird dabei durch die
Verwendung eines CPEs Rechnung getragen. DieseselM@&ignet sich auch zur

Beschreibung von Monolagen auf rauhen Elektroderfi@oben. Auf Grund dieser

Rauhigkeit kann bei solchen Systemen der Beitrag@enzflache Elektrode / Monolage

nicht vernachlassigt werden.

Das Diffusionsmodell*°®

Rel Rlipid Wdif Csc
VAN Wz i |
Clipid
] 1L
i

Abb. 22: Ersatzschaltbild fir eine biomimetische Membrae, dle Diffusion von lonen erlaubt.

In einem System, das den Durchtritt von lonen dudie Membran erlaubt (z.B.
Lipiddoppelschicht mit eingebauten Poren), musshade Diffusion permeabler lonen
berticksichtigt werden. In diesem Fall findet dasdes Ersatzschaltbild Anwendung. Dem
Membranwiderstand Rin Serie nachgeschaltet beinhaltet es noch eirbMWgfElement, das
die Diffusion von lonen simuliert. Das Problem d@igsModells ist die gro3e Anzahl an
unbekannten Variablen des Warburg-Elements in dgrunde liegenden Gleichung und die
daraus resultierende Ungenauigkeit der Fitergebnigs findet daher in der vorliegenden

Arbeit keine Anwendung.

Das Defekt Modelf*°”!

Rel Rlipid Rsam CAu

AN 1 |
Clipid Csam

Abb. 23: Ersatzschaltbild einer biomimetischen Membran natdBtstellen.
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Defekte in der Lipiddoppelschicht fihren dazu, ddisselektrochemischen Charakteristiken
der darunterliegenden Lagen prominenter zu TagentrdJm bei tBLMs ,Ldcher” in der
aulReren Lipidschicht zu berlcksichtigen, wurde Jenkins et al. ein Modell verwendet, das
ebenso wie das festkorpergestitzte Modell aus zwetereinandergeschalteten RC-
Elementen besteht. Zusatzlich liegt aber der Widats der Monolage in Serie mit einer
Kapazitat, die fur die Grenzschicht an der Elekéreteht.

Auch dieses Modell fand in der vorliegenden Arbdéiine Anwendung. Da das
hauptsachliche Augenmerk auf der CharakteristikLggidschicht lag, wurden Spacerregion
und Elektrodengrenzschicht als eine Einheit betedch

4.1.4 Die elektrische Doppelschicht

Ideal polarisierte Elektroden (IPE) sind Elektrodbai denen kein Ladungstransfer Gber die
Grenzflache Elektrode/Elektrolyt stattfinden kaam Beispiel dafir ist eine Goldelektrode in

physiologischem Puffer. Eine solche IPE verhal site ein Kondensator, und es bildet sich
eine elektrochemische Doppelschicht.
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Abb. 24: Schematische Darstellung der elektrochemischen Bleppicht nach dem Gouy-Chapman
Modell. Spezifisch adsorbierte lonen bilden dierrtebltzschicht direkt Gber der Elektrode.
Unspezifisch adsorbierte lonen bilden die diffuskicht; die Verteilung der lonen variiert
mit dem Abstand zur Elektro&”
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Ein einfaches Modell dieser Doppelschicht wurde M&tmholtz vorgeschlagen, bei dem sich
eine Lage lonen direkt an der Elektrodenoberflaahkagert. Dieses Modell wurde mit der
Zeit weiter verfeinert und im differenzierten GoGyrapman Modell zusammengefasst.
Hierbei wird zwischen unterschiedlichen Bereichatetschieden. Direkt Gber der Elektrode
bildet sich eine starre Schicht spezifisch adsotbi lonen und Losungsmittel — die innere
Helmholtzschicht. Geldste lonen kdnnen sich di€sanicht nur bis zu einem bestimmten
Abstand annahern. Man spricht hierbei von unspetiir Adsorption. Auf Grund von

thermischer Bewegung sind die geldsten, unspebifestsorbierten lonen in der diffusen

Doppelschicht verteilt®
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4.1.5 Impedanzmessungen mit Biosensoren

Zur grof3en Klasse der elektrochemischen Biosensgehiiren neben den amperometrischen
und voltammetrischen auch die Impedanz-BiosensdnerGegensatz zu den ersten beiden,
bei denen eine angelegte Gleichspannung die Bedgsgu an der Sensoroberflache
verandert, wird bei einem auf Impedanz basierenBasensor im AC-Gleichgewicht
gemessen.

Als Technik zur Charakterisierung von Oberflacheietds die EIS vielversprechende
Anwendungsmaoglichkeiten beim Einsatz in Biosenso&a ist kostengtinstig, eignet sich fur
Miniaturisierungen und kommt ohne Markierungen aus.

Impedanz-Biosensoren lassen sich weiter untertéfieiaradaysche und nicht-faradayische
Sensoren. Bei den faradayschen Biosensoren wirRelktion des Systems auf die Zugabe
einer redox-aktiven Spezies beobachtet. Hierbal wadung Uber die Elektrodengrenzflache
transportiert. Im Gegensatz dazu flieBen in nian&flayschen Sensoren transiente Strome
ohne Ladungstransfer (z.B. beim Umladen von Konalemsn). Sie benottigen keine
zusatzlichen Reagenten und eignen sich daher éinedié Anwendung bei biologischen
Systemen in physiologischen Pufferlésungen. Die ékndgen der Impedanz kénnen dabei
unterschiedliche Ursachen haben, wie Verdrangung Wasser, Anderungen der
dielektrischen Eigenschaften oder elektrostatigdbstoRund'.

Die meisten nicht-faradayschen Sensoren sind AdfisiBiosensoren und detektieren die
Bindung von Antigenen an Antikdrper oder EinzelsgrdNA an Oligotide. Diese
Bindungsereignisse lassen sich als Anderungen dmgaXtiat messen, da alle an die
Oberflache angelagerten Bestandteile zur Doppelsttdpazitat beitraged ™ So
nutzen z.B. Immunosensoren aus, dass die Zunahntectiechtdicke bei Antigenbindung zu
einem Absinken der Kapazitat fuhrt. Jingere Arleiteeschaftigen sich auch mit der
Moglichkeit, die Aktivitdt von lonenkandlen mit iregimetrischen Biosensoren zu
messen*?'3] Dabei handelt es sich aber zumeist um permarftartteoKanale, und somit
um ein quasi-stabiles System. Noch wenig erfors@tt die Anwendbarkeit von
Impedanztechniken fur die Aktivitatsmessung anddgn-gesteuerten lonenkanalen.
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4.2 Cyclische Voltammetrie (CV)

Cyclische Voltammetrie ist eine elektrochemischetiidde, bei der durch Anlegen einer
Sagezahnspannung der resultierende Strom gemessdn @V wird vor allem zur
Untersuchung von Redox-Reaktionen verwendet. Dabmiden faradaysche und nicht

faradaysche Prozesse unterschieden.

Umkehrpotential

Potential

Start- / Endpotential

Abb. 25: Verlauf einer bei der cyclischen
Voltammetrie angelegten S&gezahn- bzw.
Zeit Dreiecksspannung.

Wichtige Parameter bei der CV sind die Potentigstwnd die Scan Rate. Die Scan-Rate
wird in V/s angegeben. Sie beschreibt die AndeergGleichspannung.

Nicht-faradaysche Strome sind kapazitiver Art. Exldt keine elektrochemische Reaktion

statt. Aus der Scan-Rate:%—LtJ, die die zeitliche Anderung der Spannung U bestrend
dem resultierenden Strom | lasst sich dann die KigdeC eines Systems ermitteln.

Es gilt

9Q =CloU und 9Q =1 (ot
v=—=— = (C=-— (Gl.18)

Faradaysche Strome werden durch elektrochemischktiBeen hervorgerufen. Bei der CV
in einem Elektrolyten, der eine redox-aktive Spgzenthalt, treten im CV-Diagramm
charakteristische Peaks auf. Das Redox-Paar taksedtttonen mit dem Metall der Elektrode

aus. Die Peakhodhe beschreibt dabei den Grenzseof@»ddation bzw. Reduktion.

43



Methoden

Nach der Randles-Sevcik Gleichung gilt fiir den meaten Stront'??

i v = 269010° [ARN’D W (GI.19)

Dabei ist pmax der maximale Peak-Strom, c die Konzentration dedoR-Paares, A die
Elektrodenflache, n die Zahl der transferierten kitsnen pro Molekidl, D die

Diffusionskonstante und die Scan-Rate.

Strom

Ec

P

Potential

Abb. 26: Beispielhafter Verlauf eines cyclischen Voltammagre an einer Gold-Elektrode in
Kaliumhexacyanoferrat ({)ce(CN}) / K4Fe(CNY).

Wird die Elektrode gegentber dem Elektrolyten dueah Dielektrikum isoliert — z.B. eine

defektfreie biomimetische Membran — kann an dieStallen kein Elektronentransfer
stattfinden. Wenn die Zusammensetzung des Elekémlynd die Scan-Rate gleich bleiben,
reduziert sich die Peakhdhe entsprechend der zligiédeg Elektrodenflache.
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4.3 Oberflachenplasmonen-Resonanzspektroskopie

(SPR, Surface Plasmon Resonance)

Bei der Oberflachenplasmonen-Resonanzspektrosk@®R, surface plasmon resonance)
handelt es sich um eine optische Methode zur Wintbrsig von Oberflachen. Sie wird vor

allem eingesetzt bei der Charakterisierung von kubégen Wechselwirkungen wie dem

Binden von Antikdrpern oder der Anlagerung von Amah an Sensoroberflachen. Zudem
eignet sich SPR fiir die Charakterisierung dinnémé-ioder kinetischer Prozesse wie das
Schwellen oder Schrumpfen leitfahiger Polymé&réhi11s)

Der Vorteil von SPR liegt darin, dass es eine nightasive Methode darstellt, die

markierungsfreie Messungen an biologischen Systerianbt.

4.3.1 Oberflachenplasmonen und wie sie angeregt werden

Oberflachenplasmonen (SPs, surface plasmons) siclowiggungen des quasi-freien
Elektronengases an der Grenzflache zwischen einatalMund einem Dielektrikum mit
unterschiedlichen Brechungsindices n. Plasmonemewrmurch elektromagnetische Wellen
(wie Licht) bestimmter Wellenlange unter einem lmastten Einfallswinkel angeregt werden,
wenn Energie und Impuls der einfallenden Welledlielenen des Plasmons sind.

Fur das Verstandnis der Entstehung und der Anregpetingungen von SPs sind die

Totalreflexion, evaneszente Felder und die Dispasselation von Bedeutunfg***°!

Totalreflexion
Wenn Licht von einem optisch dichteren Medium 2ein optisch dinneres Medium 1
(N1 < mp) eindringt, so kommt es bei einem kritischen WinRg zur Totalreflexion. 6.

bestimmt sich durch die Snellius Gleichung zu

n, [sing, = n, [sSing,

sing, =4 (Gl. 8)
n2
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Abb. 27: Schematische Darstellung der Totalreflexion
bei Ausbreitung von Licht aus einem Medium
mit rp in ein Medium mit n(wobei B > ny).
Dabei isté, der Einfallswinkel 9, der Winke
des reflektierten Strahlsj; der Winkel des
transmittierten Strahls und. der kritische
Winkel ab dem Totalreflexion auftritt.
Ebenfalls eingezeichnet ist das evaneszente
Feld (orange), das bei Totalreflexion im
optisch diinneren Medium entsteht.

Bei Totalreflexion entsteht auf der gegentber Inep; Seite der Grenzflache im optisch
diinneren Medium 1 ein evaneszentes Feld. Durchrigfen einer Metallschicht auf der

Grenzflache kann dieses evaneszente Feld verstarkien — bei Gold ungefahr um das 15 —
20-faché*?.

Evaneszente Felder

Trifft eine Welle aus Medium 2 auf ein Medium 1,dam sie sich nicht ausbreiten kann, wie
es z.B. bei der Totalreflexion der Fall ist, sdtfélie Feldstarke an der Grenzflache nicht
abrupt auf Null ab. Entsprechend der Stetigkeitsigrohg, gibt es eine Komponente der
Feldstarke im Medium 2, die exponentiell abklirigie Abklinglange | betragt dabei

| = A

~om(n3ing)? -1

(Gl. 9)

wobei A die Wellenlange des anregenden Lichtes ist. Algsfarmel kann man fur die

Eindringtiefe des evaneszenten Feldes von der halslenlange ausgehen.

Dispersionsrelation

Die Dispersionsrelation hilft dabei zu verstehemteu welchen experimentellen Bedingungen
Plasmonen angeregt werden kénnen. Sie zeigt deamfuenhang zwischen Kreisfrequenz
und Wellenvektor k (vgl. Abb. 28).
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Photon Photon
ohne Prisma mit Prisma
Ve
/’ Plasmon
“/“
t‘/
p K

Abb. 28: Dispersionsrelationen von Photonen ohne Prismenkmgp(—) und mit Prismenkopplung
(- - -) sowie von Plasmonen ( -). N&here Erlauterungen siehe Text (n&¢).

Fuar die Anregung von SPs mit Licht ist nur die Kampnte kn, des Wellenvektors
senkrecht zur Oberflache relevant. SPs kénnen dalremit transversal polarisiertem Licht

angeregt werden.

Die Feldverteilung elektromagnetischer Wellen widdirch die Maxwell Gleichungen
beschrieben. Fur ein homogenes isotropes Mediuntidme Ladungs- und Stromdichte gleich

Null sind, lauten sie fur das elektrische FEdund das magnetische Feil

OE=0 OxE + 221 =0 (G1.10)
c ot

Of =0 OxH - £9E_g (Gl.11)
c ot

Wobei c¢ die Lichtgeschwindigkeit im Vakuung, die Dieelektrizitatszahl und p die
Suszeptibilitat ist. Daraus ergibt sich an eineer@@schicht Metall (m) / Dielektrikum (d) in
der yz-Ebene fiir das elektrische Feld an der Godnizst (x = 0)

(Gl.12)

yd

-__° x H (GI.13)
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Durch die Kontinuitatsbedingung an der Oberflacitte g

Ezd = Ezm sz = Hzm

Was als einzige nicht triviale Losung zu der Bedimg

~La (Gl.14)

fuhrt. Dies bedeutet, dass Plasmonen nur an denz&ekicht von Materialien auftreten
konnen, deren Dielektrizitatskonstantgnund e, unterschiedliche Vorzeichen haben. Diese
Bedingung ist bei der Verwendung eines Dielektrikwmnd eines Metalls erfillt, da Metalle
im optischen Frequenzbereich negative Dielektitigit@nstanten haben.

Zudem muss an der Grenzflache zwischen Metall undelekirikum die

Kontinuitatsbedingung,, = k,,, erfullt sein und man erhalt die Dispersionsrelatio

Ksp = @ | Enlss far den Wellenvektor des Plasmons und (Gl.15)
c \/ Ent &y
Konoton = %\/E fur den Wellenvektor des Photons (Gl.16)

Daraus folgt, dass der Wellenvektor des Photon®ietektrikum immer kleiner ist als der
der Plasmonen. Abb. 28 zeigt die Dispersionsraiatio Man kann transversal polarisiertes
Licht also nicht direkt zur Anregung von Plasmomnvenwenden. Stattdessen muss das Licht
durch ein Medium mit hoherer Brechzahl ,eingekoppekrden. Eine Moglichkeit dazu ist
die Verwendung eines Prismas mit der Dielektrigkéhstante,isma 1968 wurden von Otto
und Kretschmann sowie Raether zwei Varianten zuisdmen Anregung mit Prismen
vorgeschlagen. Auf Grund ihrer vielseitigeren Andiearkeit wird die sogenannte
Kretschmann Konfiguration (vgl. Abb. 29) in den sten prismenbasierten SPR-

Messaufbauten verwend&t?.
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Laserstrahl

Abb. 29: Kretschmann-Konfiguration.

Prisma 4 .
Auf einem hochbrechenden Prisma
Metall ist ein duinner Metallfilm aufgebrac
_ _ (ca. 50 nm), auf dessen anderer Seite
Dielektrikum sich das Dielektrikum befindet.

Hierbei wird auf die Unterseite eines hochbrechaendismas ein dunner Metallfilm
aufgetragen. Alternativ und fur die bessere Widereetbarkeit kann der Metallfilm auf
einen Glastrager aufgebracht werden, der tUber tidait dem Prisma verbunden wird. Die

Dispersionsrelation des Photons nimmt dann die Form

kPhoton = ﬁ gPrisma Einge (G'l?)
C

an. Der Wellenvektor k ist jetzt vom Einfallswinlki&labhangig. Das Photon verfligt Uber ein
groReres Moment, welches eine Uberschneidung mmit M®ment des Plasmons hat. SP

Anregung ist moglich (vgl. Abb. 28).

Anregung von Plasmonen durch Totalreflexion

Es ist also mit Totalreflexion mdglich, an einer@zschicht Dielektrikum/Metall Plasmonen
anzuregen. Beim korrekten Wink&l tiberlappt das evaneszente Feld der Totalreflectemn
einfallenden Lichts mit dem Plasmon und es kommtResonanz. Stellt man die Intensitét
des reflektierten Lichts gegen den Einfallswinkal,dzeigt sich die Plasmonenanregung als
Abfall der Intensitat.
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Abb. 30: Darstellung der Intensitdt des reflektierten LichiReflektivitat) in Abhangigkeit vom
Einfallswinkel 0. = 22°)
links: an einer Grenzflache Glas/Dielektrikum (Ticeflexion)
rechts: an einer Grenzflache Metall/Dielektrikumtniiinkopplung durch ein Prisma
(abgeschwachte Totalreflexion), beim Resonanzwihkeird ein Minimum der Reflektivitat
beobachtet

Abb. 30 zeigt den Intensitatsverlauf bei Totalnefde einmal an der Grenzschicht
Glas/Dielektrikum und einmal Metall/Dielektrikum triEinkopplung durch ein Prisma. Die

Lage des Minimums ist dabei von der Dielektrizikatsstante des Dielektrikunag abhéngig.

4.3.2 Der SPR-Messaufbau

Die Messzelle ist nach der Kretschmann Konfiguratimfgebaut. Die Unterseite bildet ein
Quarzglas, in das die Zulaufe eingelassen sind. R&aktionskammer der Messzelle wird
durch einen PDMS-Spacer definiert. Die Oberseildebiein Glastrager (BK7; Metzler) mit

einer aufgedampften Goldschicht (d = 50 nm mit Anfgpfanlage Edwards 600) auf den mit
Immersionsdl (n = 1,7) das Prisma (LaSFN9, n = 1&hott) aufgesetzt wird. Die Glastrager
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werden vor dem Bedampfen gereinigt (15 min Ultralan 2 % Hellmanex, 15x spilen mit

Reinstwasser, 10 min Ultraschall in EtOH, 15x spiitét Reinstwasser)

Photodetektor

Linse

Prisma

Flusszelle

Goniometer

Shutter m m
HeNe Laser (632nm) [I u

Chopper Polarisatoren

Linse

Filter

Photomultiplier

N e
1 | | | |

PC Blendensteuerung Motorsteuerung Fluoreszenzzahler Lock-in-Verstérker

Abb. 31: Aufbau des verwendeten SPR-Messgerates. Erlautenwsighe Text.

Abb. 31 zeigt den schematischen Aufbau eines SR&®Sedas am MPI-P, Mainz aufgebaut
und fir die vorliegende Arbeit verwendet wurde.

Als Lichtquelle dient ein HeNe-Lasek € 632 nm). Der Strahl wird zunachst durch einen
Chopper gefthrt, der der Lock-in Detektion dienanich sorgen zwei Polaristoren fur die
transversale Polarisation des Lichts und die Absdiwng der Intensitat, bevor der Laser auf
das Prisma und die Probe trifft. Die Probe ist aufem Goniometer befestigt, dass die
Einstellungen des Winkels mit einer Genauigkeit ¥@01° erlaubt. Das reflektierte Licht
wird durch eine Sammellinse gefiihrt und mit einbotBdiode detektiert. Photomultiplier,
Filter und zweite Linse werden fur die weiter untegschriebenen Fluoreszenzmessungen
bendtigt.

Die Verwendung eines Goniometers erlaubt verschieddessmethoden wie den Winkel-

Scan oder die Kinetik-Messung bei festem Winkel.
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4.3.3 Scan-Messung und Kinetik-Messung

Mit der Scan-Messung kann die Lage des Minimumdirnes werde.. Hierbei wird die
Intensitat des reflektierten Lichts (Reflektivité@ls Funktion des Einfallswinketsgemessen.
Anderungen im Brechungsindex durch Adsorption oBerdung von Molekilen an die
Oberflache fuhren zu einer Verschiebung des Regswviakels6,. Abb. 32 (links) zeigt eine
typische Scan-Messung. Die hohe Reflektivitat bak#n unterhalb des kritischen Winkels
(6 <0c) erklart sich dabei dadurch, dass die Goldsciwiehtein Spiegel wirkt.
Die Verschiebung des Minimums urod, ist proportional zu Brechungsindex n und der
Schichtdicke d

A6, ~nld
Ist der Brechungsindex bekannt, kann die Schickédimestimmt werden. Die Auswertung
der Daten erfolgt dabei mit der Software Winspdifl (Juirgen Worm, MPI-P Mainz). Mit
diesem Programm lassen sich Fit-Kurven fur die g=mereen Daten bestimmen, denen die
Fresnel-Gleichungen zu Grunde liegen. Allerdingseis fir Biomolekile schwierig, den
genauen Brechungsindex zu bestimmen, da sie keamed Schichten bilden. Man geht
daher von Annahmen aus und vergleicht die Unteesehder Messungen anstatt absolute

Werte zu ermitteln. Tabelle 1 fasst die zum Fittenvendeten Werte zusammen.

Angenommene
Schichtdicke [nm] Brechungsindex Adsorptionskoeffizient

LaSFN9 00 1,85 0

Gold 50 0,2 3,2-3,4
Peptide 1,418 0
Alkanthiole 1,441 0
Lipide 1,45 0
Luft 00 1 0
Pufferlosung 0 1,33 0

Tab. 1. Verwendete Ausgangsparameter flr das Fitten derS&ien.
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Abb. 32: Beispielhafte Darstellung einer Scan-Messung (Jinksd einer Kinetik-Messung (rechts)
vor (rot) und nach ijlau) Anlagerung von Molekilen auf der Oberflache. Br &can-
Messung ist die Verschiebung des Resonanzwiflkddgw. 8, zu erkennen. Die Kinetik-
Messung zeigt die Veranderung der Reflektivitat diee Zeit bei festem Winké|

Wenn bei konstantem Winkel gemessen wird, kann ciariVeranderung der Reflektivitat
Uber die Zeit beobachten und Kinetiken messen @&gb. 32 (rechts)). Der Winkel wird
dabei so gewahlt, dass die Reflektivitat ungefdh®@betragt, da dann die Anderungen der
Reflektivitat nahezu linear ist und sehr stark v@rechungsindex abhéngt, was diese

Methode sehr sensibel macht.

4.3.4 Oberflachenplasmonen verstarkte Fluoreszenzspektréspie

(SPES, surface plasmon fluorescence spectroscopy)

Die Sensitivitat von SPR-Messungen st63t an ihren@n, wenn ein Analyt keine dichten
Schichten bildet oder Schichten die zu dinn sird, dass sie zu einer Anderung der
Reflektivitat fuhren wirded***"*?% Eine Méglichkeit dieses Problem zu umgehen ist di
Verwendung von Fluoreszenz-Markern in Verbindung der SPR Spektroskopie. Bei der
SPFS wird das durch SPR erzeugte evaneszente &aldvdrwendet, Fluoreszenz-Farbstoffe
in direkter Nahe der Oberflache anzuregen. Die ¥adung von SPFS wurde 1991 von
Attridge et al. zuerst berichtEfY. Trotz einiger Fortschritte in der Methode hingiich der
Detektionsgrenze, hat sie sich jedoch noch niclildawdig durchgesetzt.

Fluoreszenz ist die Emission eines Photons dumshMalekll. Es handelt sich dabei um
einen drei-stufigen Prozess, der bei Fluorophoreler oFluoreszenzfarbstoffen (meist
Polyaromaten oder heterocyclische Molekile) atiftrit
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Abb. 33: Vereinfachtes Jablonski-Diagramm. Ersichtlich sitid Absorptions- und
Emissionsschritte, die bei Absorption eines PhoteraNellenlange hyzur Fluoreszenz
von Licht der Wellenlange gyfuhrt.

Abb. 33 zeigt das Energie-Diagramm bei einem Flsmeaz-Prozess. Als erstes wird das
Fluorophor durch Absorption eines Photons bestimrRtequenzvex in einen angeregten
Energiezustand E =vk versetzt. Durch schnelle interne Konversionen xieta das
Fluorophor auf das niedrigste Schwingungsniveau afggeregten Zustandes. Dies passiert
mit Relaxionszeiten von I8s bevor Emission stattfindet. Vom niedrigsten aegtm
Zustand fallt der Fluorophor wieder in den Grundand zurtick, wobei die Uberschissige
Energie als Strahlung (Fluoreszenz) abgegeben Riedtypische Lebenszeit der Fluoreszenz
betragt etwa 18s. Da der Rickfall in den Grundzustand aus denersien angeregten
Niveau erfolgt, hat das emittierte Licht eine kkw@ Frequenz als das fur die Anregung
bendtigte. Es ist also langwelliger; man sprichhatavon einer Rot-Verschiebung. Dies
erlaubt eine Unterscheidung zwischen der emittieuted der absorbierten Strahlung.

Es ist zu beachten, dass Energie nicht nur al$l8trg freigesetzt werden kann, sondern auch

strahlungsfrei ber Quenching, Resonanz Energiesies, etc.

Bei SPFS wird der Fluoreszenz-Farbstoff durch dasmeszente Feld des Plasmons angeregt.
Die Anregung folgt dabei der Feldstarke und erttelichMaximum beim Resonanzwinke|

der SPs. Man beobachtet die Intensitatsspitze lderdszenz jedoch bei einem geringfiigig
kleineren Winkel als das Minimum der Reflektivit&tiese Verschiebung erklart sich durch
Dampfung auf Grund von Verlusten im Metall.

Da das evaneszente Feld wie beschrieben exponatiallt, ist die Fluoreszenzanregung bei
SPFS stark vom Abstand abhéngig. Bei einer Eintlafeg des evaneszenten Feldes von

wenigen 100 nm in das Dielektrikum werden nur Fipdiore nahe der Oberflache angeregt.
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Fluorophore die sich weiter entfernt in der Bulkpddefinden werden nicht angeregt. Dies
erlaubt es, nur gebundene Analyten zu detektieren.

Es ist jedoch zu beachten, dass ein ausreichenasard zwischen Fluorophor und Metall
gewahrleistet ist. Metall ist ein hervorragendere@eher, so dass ein Abstand mindestens
grol3er als der Forster-Radius eingehalten werdessmiinsonsten geht die Energie Uber
Resonanztransfer verloren und wird nicht als Flsoeaz abgestrahlt.

Das bedeute, dass das Fluorophor sich beim vertem&sstem im optimalen Fall zwischen
5 nm und 100 nm von der Oberflache entfernt behrtdlte.

Der Messaufbau fir SPFS Messungen gleicht weitgkeltem fur SPR-Messungen und
erlaubt eine gleichzeitige Durchfihrung von Scarsdimgen bzw. Kinetik-Messungen und
Fluoreszenz-Messungen. Zur Detektion wird die Fdamenzstrahlung auf der Rickseite der
Messzelle auf einen Photomultiplier fokussiert. Ewuorgeschalteter Interferenzfilter

(A=670 nm) filtert dabei die anregende Laserstraluheraus und lasst nur die

Fluoreszenzstrahlung passieren. Hinzugeflgt ise@&®n ein programmierbarer Shutter der
bei Kinetik-Messungen zwischen der Erfassung deretnen Messpunkte den Laserstrahl

blockiert, um ein ausbleichen des Fluoreszenz-kafifes zu verhindern.
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4.4 Biomimetische Modellmembranen

Wie bereits in Abschnitt 2.1.2 dargestellt gibt\esschiedene Arten von biomimetischen
Membranen. Im Folgenden soll auf die vier in die&deit verwendeten Modellmembranen
naher eingegangen werden. Dabei werden ihre Vord Wsachteile sowie die
Préaparationsmethoden beschrieben.

(A) Tethered Bilayer Lipid Membrane (tBLM)
am Beispiel von Lipidvesikel-Spreitung RETL

.

___Abstandshalter

D —————e el ETe][¢]
Abb. 34: Schematische Darstellung einer tBLM auf Gold mitAbdshalter

tBLMS haben den Vorteil, dass sie fest an der Sebsoflache verankert sind. Die
Lipiddoppelschicht ist dabei durch einen Abstanftehaam Ankermolekil von der
Oberflache entkoppelf®. Die tBLMS verfiigen daher tber ein lonenresenairischen
Lipiddoppelschicht und Substrat. Sie sind hochiktalberdings hangt ihre Fluiditat stark von
der Struktur der verwendeten Molekile ab. Zudemnkame zu dichte Packung der
Spacerregion den Einbau von Proteinen erschweren.

Bei einer tBLM wird als erstes eine Monolage auteen festen Substrat erzeugt. Monolagen
konnen auf verschiedenen Wegen z.B. mittels Sébganisation oder Langmuir Blodgett
Film Transfer prapariert werdeéfl. SAMs erfreuen sich einer groRen Beliebtheit da si
sowohl einfach als auch mit wenig Ausgangssubsieatustellen sind. Allerdings hangt die
Qualitat der SAMs stark von der Oberflachenbesemdi¢it des Substrats ab.

In der vorliegenden Arbeit wurde fir die Monolag T (Diphytanyl-glycerol-tetraethylen
glycol lipoic acid ester lipid) verwendet, das v@&thiller et al. erstmals synthetisiert

wurde®3?, und im gestreckten Zustand eine theoretische ¢.&ng 5 nm hat.
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(Liponsaure) (Polyethylenglykol) (Phytanylketten)

Abb. 35: Strukturformel von Diphytanyl-glycerol-tetraethylgiycol lipoic acid ester lipip (DPTL)
mit Kennzeichnung der Ankergruppe, des hydropiilestandhalters (Spacer) und der
hydrophoben Kette

Bei DPTL handelt es sich um ein synthetisches Mdlekit einer Liponsaure als Anker, einer
hydrophilen Spacerregion aus Tetraethylenglykol @mem hydrophoben Schwanz aus
Phytanylketten. Dieser hydrophobe Schwanz bildetutitere Halfte der Lipiddoppelschicht,
welche durch die Spreitung von Lipidvesikeln velstgindigt wird. Fur die Lipidvesikel
wurde Phosphatidylcholin (PC) verwendet.

Abb. 36: Strukturformel von Phosphatidycholin (PC)

Préaparation

SAM-Préparation
o gereinigten Elektroden-Array fur 24 h in einer @@/ml DPTL-L6ésung in
EtOH (abs) inkubieren
o den Array mit EtOH absptilen und mit Mocken blasen

Vesikel-Praparation
o In Chloroform geldste Lipide in ein mit 2%iger Halnex-Losung gereinigtes

Glasrohrchen geben und mit Wocknen, bis das Lésungsmittel vollstandig emifer
wurde und ein einlagiger Lipidfilm an der GefalR3wamuiick bleibt.
o Diesen in PBS auf eine Endkonzentration von 2 md/ipid-Losung verdinnen und

durch Vortexen resuspendieren.
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o Die Losung bei 50°C fur 1 h im Ultraschallbad beden.
Es entsteht eine triibe Losung.
o Extrudieren mit einem Hand-Extruder 21x durch dédadycarbonatmembran (Poren-@
50 nm) bis eine klare Vesikel-Lésung von SUVs ettt
Die Vesikel wurden unmittelbar vor ihrer Verwendumergestellt, da SUVs ansonsten dazu

tendieren zu fusionieren, aggregieren oder an @&ifsvand zu adsorbieren.

Lipiddoppelschicht-Préparation

0 Herstellen einer Phosphatidylcholin (PC) Vesikekudg (2 mg/ml in PBS)
o Die extrudierte Vesikel-Losung in den Reaktionsraaumh die SAM spulen und Uber
Nacht bei Raumtemperatur inkubieren.

0 Nach Inkubation mit Puffer spulen (100 pl/min, Zhini

(B) Peptide cushioned bilayer lipid membraneBipel)

am Beispiel von Lipidvesikel-Anlagerung 8%A

..........

: S Lipid-
- B \sikel

.....

L 2R 2CREILRER

—— Gold

Abb. 37: Schematische Darstellung einer pcBLM mit einemdiniissen und angelagerten Vesikeln

Bei den pcBLM Ubernimmt ein Peptid oder Protein Hi@le des Spacer-Molekils. Es wird
durch Adsorption oder eine chemische Bindung, wiB. zine Thiolbindung, auf der
Oberflache verankert. Die Lipidschicht kann z.BrdatuAktivierung einer reaktiven Gruppe
im Peptid (z.B. aktive ester coupling) oder Van-Wémals-Wechselwirkungen angelagert
werden. Der Vorteil einer pcBLM mit Protein ist, sda die komplexere Tertiar- und
Quartarstrukturen des Proteins grof3irdumige lonenrese bieten und gleichzeitig eine
flachige Anlagerung von Vesikeln erméglichen. Digtsz.B. bei den weiter oben gezeigten
tBLMs aus DPTL mit dessen linearer Struktur nichgygben, da hierbei die Monolage dichter
gepackt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde als Abstandshalkationisiertes BSA (cBSA-113)
verwendet. cBSA ist eine Modifikation des naturldrkommenden Rinder Serumalbumins
(BSA, bovine serum albumin) in das zusatzliche fpasiadungen eingebracht wurden. Das
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verwendete cBSA-113 wurde am MPI-P, Mainz von Diaus Eisele synthetisiert. BSA ist
ein knaulférmiges Protein mit den Abmessungen ®rb,5 nm x 9 nm, das eine hohe
Affinitat zu den meisten Oberflachen wie Glas, Kistsff oder Gold™** hat. Es wird in der
Molekularbiologie daher oft zum blockieren, alsondébsattigen freier Bindungsstellen,
verwendet.

Die Lipiddoppelschicht wird durch Vesikel-Anlagegunerzeugt. Dabei ist mit einer

gemischten Schicht aus intakten und fusioniertesikédn zu rechnen.

Préaparation

Alle Beflllungs- und Spiilvorgange erfolgen mit éifussrate von v = 100 pl/min.
o Elektroden-Array unmittelbar nach der Reinigungeimen mikrofluidischen Chip
einbauen
Befillen der Reaktionskammer mit cBSA-113 (0,01 migh PBS)
fur 3 h bei RT inkubieren
2 min mit PBS splilen
Vesikelpraparation s.o (vgl. Abschnitt 4.4 (A))
Befullen der Reaktionskammer mit Vesikel-Losungn@ml PC in PBS)

bei +4°C oder Raumtemperatur Gber Nacht inkubieren

©O O O o o o o

2 min mit PBS splilen

(C) Solid supported Membrane (SSM) - Anlagerungrd.ipiddoppelschicht an eine hBLM
am Beispiel von Lipidvesikel-Anlagerung @IT + DPhyPC

.'. Membranfragment
5 ) oder
\eskel

gg%%%%g 'ffff,- . :

 —— “8— Gold

Abb. 38: Schematische Darstellung einer SSM auf einer hBlitNamgelagerten
Membranfragmenten oder Vesikeln..

59



Methoden

Bei einer hBLM wird eine Lipidschicht auf eine hgghobe Monolage aufgebracht. Auf
einen Abstandshalter wird verzichtet. Der direldeshsatz ist das Spreiten von Vesikeln. Fir
die hydrophobe Monolage gibt es mittlerweile einglxahl von Varianten, u.a. werden
zunachst Alkanthiole tiber Thiolbindungen an Golrhné&ert™*,

Ein Vorteil von hBLMs ist ihre hohe Stabilitat. Dgrof3te Nachteil ist das Fehlen einer
Spacer-Region und somit eines lonenreservoirs wrdEmtkopplung mit der Oberflache.
Proteineinbau kann durch den Kontakt zum festerstgattbehindert werden.

Eine Variante ist die von Fendler et al. vorgesgliee Architektur der SSM (solid supported
membranef*" %! Hierbei wird auf eine Goldoberflache zunachst®AM aus Alkanthiol
aufgebracht und mit in Dekan gelosten Lipiden zueeihBLM vervollstandigt. Auf dieser
hBLM werden Membranfragmente oder Vesikel angelagere genaue Struktur an der
Oberflache sowie die Art der Bindungen sind noathnhgeklart. Es wird jedoch vermutet,
dass die Lipide oder Membranfragmente mit der hyliten Gruppe der Lipide der hBLM

elektrostatisch wechselwirken.

Als Alkanthiol wird Octadecanthiol (ODT) verwend@DT ist ein Alkan mit 18 C-Atomen
und einem Schwefel-Atom am Ketten-Ende. Es istdiisin unpolaren Losungsmitteln wie
Ethanol und Isopropanol und bildet auf Gold-ObetiEn hochgeordnete und dichte SAMs.
Die zweite Schicht der hBLM besteht aus Diphytar@lgbsphatidylcholin (DPhyPC).

{1l
1]

o
/J\\/\.\_J/;"\\_\//‘\\/:'MVAMJ\M/J’LO o

§ r

P W e ~ N O‘\‘/\\/O“P-’"”\/N:\

Abb. 39: Strukturformel von Diphytanoyl-PhosphytidylcholidRhyPC), einem Lipid aus Archae-
Bakterien.

Préaparation

Das verwendete Protokoll geht mit leichten Abwandken auf Fendler und Schulz vom MPI
fur Biophysik in Frankfurt zuriick und wurde auchnwviber Firma lonGate Biosciences GmbH
(Frankfurt-Hochst, Deutschland) kommerziell benHtZt!*2#],
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o gereinigten Elektroden-Array fir 24 h in 1 mM ODT6édung in Isopropanol
inkubieren
o0 Array mit Isopropanol und Reinstwasser abspulen
o0 mit N2 trocken blasen und in den mikrofluidischen Chipseizen
o Lipidlédsung zur Bildung der hBLM
= DPhyPC in Chloroform und Octadecylamin in Chlorafoim Verhéltnis
60 : 1 (w/w) in einem Glasréhrchen mischen
= Entfernen des Losungsmittels untep-Btrom
= Ldsen in n-Decan mit einer Konzentration von 15midgdPhyPC
Lipidldsung in PBS 1:100 verdiinnen und in Reaktians einspulen
fur 45 min bei +4°C inkubieren
mit Reinstwasser spulen (100 pl/min, 2 min)
Vesikelpraparation s.o (vgl. Abschnitt 4.4 (A))
Befillen der Reaktionskammer mit Vesikel-Losungn@ml PC in PBS)
bei +4°C oder Raumtemperatur Gber Nacht inkubieren
mit PBS spulen (100 pl/min, 2 min)

O O O O O o o

(D) Block-Copolymere (BCP)
am Beispiel von ABA Triblock-Copolymeren

B Block-
Copolymer

A

Abb. 40: Schematische Darstellung einer biomimetischen Mamhbus Triblock-Copolymeren.

Polymer-Doppelschichten verhalten sich in viele#énsicht wie natirliche Membranen.
Daher kdnnen sie sich ebenfalls fir die Erzeuguamimetischer Schichten eignen. Meier et
al. zeigten die erfolgreiche Inkorporation des Meanprotein OmpF in freispannende

Polymermembranen?.

Sogar Bacteriorhodopsin undoH-ATPase konnten bereits
funktionell in Polymer-Vesikel rekonstituiert wergé*!!

Fur biomimetische Membranen besonders interesgahtiabei Block-Copolymere (BCPS).
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Bei BCPs handelt es sich um synthetische Polym#eesn Monomere in regelmaliigen
Sequenzen angeordnet sind. Belegrinou et al. hapereigt, dass sich aus BCPs
membranahnliche Schichten auf Oberflachen heratéddlssen**?. Diese sind insofern als

biomimetisch zu bezeichnen, als dass sie amphipl@learakter aufweisen. BCPs zeichnen
sich zudem durch ihre hohe Stabilitdt auch gegdndus.

Allerdings haben BCPs eine wesentlich gréf3ere Ipltvbe Kettenldnge als Lipide, so dass
der innere Bereich der BCP-Membranen deutlich digkeals der von Lipidmembranen.

Dennoch zeigen viele Experimente den Transportleoen tber die Polymermembran, was
bedeutet, dass Membranproteine die BCP-Schichtechsipannen kénnen. Als Erklarung
hierfir dient das ,Matratzenmodell*. Es besagt,sddg&e Schichtdicke der Membran um
inkorporierte Proteine herum abnimmt. Theoretisstheine funktionelle Rekonstitution in

Schichten méglich, die doppelt so dick sind wie Rlieteine*43144!

Abb. 41: Abnahme einer BCP-Membran um inkorporierte Membraigine!**

Der funktionelle Einbau von Proteinen in Polymereirde bisher an freispannenden
Membranen oder Vesikeln demonstriert. Bei einer a§pltung auf Goldelektroden
fusionieren die BCPs und bilden sBLMs ohne ein adsbntes lonenreservoir. Durch das
Ausdinnen der Membran konnte jedoch ausreichenid Rla die Inkorporation von MPs

gegeben sein.

Préaparation

Die verwendeten BCPs gehotren zum Typ ABA, bei deveidentische Sequenzen eine
dritte umschlieR3en. Sie bestehen aus PMOXA12-PDMIEDXA12 (Poly-2-methyl-2-
oxazolin (PMOXA) und Polydimethylsiloxan (PDMS))olvei PDMS den hydrophoben Teil
darstellt und PMOXA den hydrophilen.
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Alle Beflllungs- und Spiilvorgange erfolgen mit éifussrate von v = 100 pl/min.

o BCP-L6sung

(E)

= 5 mg BCP (kristallin) in 50 pl EtOH (abs) l6sen
= Entfernen des Losungsmittels unter8trom fir 3 h
* in 1 ml Reinstwasser resuspendieren
Elektroden-Array unmittelbar nach der Reinigungeimen mikrofluidischen Chip
einbauen
Beflllen der Reaktionskammer mit BCP (5 mg/ml infRavasser)
uber Nacht bei Raumtemperatur inkubieren

2 min mit PBS splilen

Biomimetische Membranen mit Membranpraparaimaus Zzellkultur

am Beispiel von Membranfragment-Anlagerang@gBSA

Es wurden die folgenden Membranpraparationen natéxprimierten Membranproteinen

verwendet:

nNAchR in Torpedo marmorata (Torp-Mem)

Hierbei handelt es sich um die nAchR reiche Memlates elektrischen Organs eines
Zitterrochens. Die Proben wurden im Labor von MeairiGoldner (Universitat
Stral3burg) prapariert und aufgereinigt. Die nAchibtgpen in Torpedo lassen sich
durcha -Bungarotoxin (BTX) inhibieren.

Die Rezeptorexpression betragt 5,5 nmol pro mgeftrdt®”

Allerdings enthalten Torpedo Praparationen aucleanphtrinsische Proteine wie z.B.

Glutamatrezeptoref®?.

Nicotinische Rezeptoren in IMR-32 Zellen (Nic-Mem)

Hierbei handelt es sich um eine Mischung aus lipeesierten nAchR
(hauptséachlich Subtyg/ unda3), die auf Bindungsaffinitat mit BTX getestet ward
Die Rezeptorexpression betragt 0,16 pmol pro mgeRrd™>*!

Andere Rezeptortypen kdnnen bei dieser Praparaéorachlassigt werden.
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e Glutamatrezeptor mGluR5a in CHO Zellen (GluR-Mem)
Hierbei handelt es sich um einen Uberexpremiertetabolischen Glutamatrezeptor.
GluRb5a ist ein GPCR mit sieben Transmembran-Domaden bei Aktivierung IR
aktiviert und nachgeschaltet zur Offnung vorf‘Gad K'-Kanalen fiihrt.
Die Rezeptorexpression betragt 0,98 pmol pro mgeRrd'>
Andere Rezeptortypen kdnnen bei dieser Praparaéorachlassigt werden.

Praparation

Alle Befullungs- und Spulvorgange erfolgen mit eifréussrate von v = 100 pl/min.

Vorbereitung der Membranfragmente

o0 Membranpraparationen als 20 pl Aliquots bei -80&tagert
o Verdunnen mit PBS auf eine Endkonzentration vom@g2ml Protein

o 3x 10 s Ultraschall (maximale Leistung)

pcBLM Praparation

o Elektroden-Array unmittelbar nach der Reinigungeimen mikrofluidischen Chip
einbauen

Befillen der Reaktionskammer mit cBSA113 (0,01 nigimi¥BS)

fur 3 h bei RT inkubieren

2 min mit PBS spulen

Befullen der Reaktionskammer mit Membranfragmengliy

bei +4°C oder RT uber Nacht inkubieren

©O O O o o o

2 min mit PBS splilen
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4.5 Biochemische Methoden

(A)  Antikdrpernachweis mittels Chemilumineszenz

Die Antikorpernachweise wurden mit dem WesternBeee€hemiluminescence Kit
(Invitrogen, Deutschland) durchgefihrt.

Daflr wurden folgende Losungen verwendet

Blocking Losung

Blocker Diluent A 1 ml
Blocker Diluent B 2ml
Reinstwasser 7 ml

Waschlésung
Wash solution 1ml

Reinstwasser 15 ml

Der Antikdrpernachweis wurde direkt im Chipsystearathgefiihrt, bei einer Flussrate von
v =100 pl/min
0 2 min spulen mit Reinstwasser
Blocking LAsung fur 30 min inkubieren
2 min spilen mit Reinstwasser
Antikorper 1:100 in Blocking Lésung verdinnen, 135 h inkubieren
2 min spulen mit Waschlésung
Antikorper (2° Antibodysolution) fir 1 h inkubieren
2 min spulen mit Waschlosung
Chemiluminescence substrate einspilen
Belichten fur etwa 50 min (LAS3000, Fujifilm)

O O O o o o o o
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(B) SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese dient der Trennung vastetren und wurde nach folgendem

Protokoll durchgefihrt

Probe 5 ul
LDS-Samplebuffer (4x) 4 ul
Reducing agent (10x) 1,6 pl
Nuclease freies Wasser 5,4 pl

15 min bei 37°C

10 % Bis-Tris Gel in MES-SDS-Laufpuffer

bei 200 V fir 35 min laufen lassen

(C) Radioaktiv-Blot

Verwendet wird ein Gel der SDS-Gelelektrophorese.{s
o Gel kurz in Wasser legen
o Gel auf 3MM Wathman Papier transferieren und migdfhaltefolie abdecken
0 bei 80°C fur 2 h trocknen
0 Dbelichtet bei -80°C fur 18 h (Kodak BioMax MR Film)
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(D) Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau dient dem schneiden dernfities zur Detektion des cDNA Inserts.
Das Insert des verwendeten Plasmides hat an sdimeten Schnittstellen fir die
Endonuclesen Notl und Ncol. Verwendet wurden Rdsinsenzyme der Firma New

England BioLabs mit den dazugehdrigen Puffersystem.

Plasmid-DNA 5 ul
Endonuclease Ncol 1l
Endonuclease Notl 1l
Puffer 3 5 ul
BSA 0,5 ul
Nuclease freies Wasser 37,5 ul

bei 37°C fur 90 min Reaktion starten

bei 65°C fur 20 min Reaktion stoppen

(E) Agarose Gelelktrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Trennung D®&A und wurde nach folgendem

Protokoll durchgefthrt

Probe (aus Restriktionsverdau, 10 pl

Loading Buffer 2 ul

1%-iges Agarose Gel in TAE-Puffer mit 0,1% SYBR&af
bei 120 V fir 40 min laufen lassen
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(F) In vitro Expression

Die IVS von nAchR wurde mit kommerziellen Systemgurchgefihrt. In dieser Arbeit
verwendet wurden Zelllysate aus E.coli und aus kKRktzyten von Kaninchen. Die

Probenvorbereitung erfolgt analog zu der Standaghration.

Retikulozytenlysat (RetEXS”
TnT Quick Coupled Transcription/Translation Systéhmmega GmbH, Deutschland

TnT® T7 Quick Master Mix 40 pl
Methionin (1 mM) 1l
cDNA 1,5ug
Nuclease freies Wasser add 50 pl

Inkubieren bei 30°C fir 90 min

E-coli Extrakt (EcEX}°®
S30 T7 High Yield Expression System; Promega Gnibé¢ltschland

S30 Premix Plus 20 pl

T7 S30 Extrakt, circular 18 pl
cDNA 1,5ug
Nuclease freies Wasser add 50 pl

Inkubieren bei 37°C fur 90 min

Positiv Kontrolle mit Luciferase®

TnT Quick Coupled Transcription/Translation Syst&mmega GmbH, Deutschland

TnT® T7 Quick Master Mix 40 pl
Methionin (1 mM) 1l
Luciferase Contol DNA (c = 0,5 pg/ul) 1ug
Luciferase Assay Reagenz 7 ul
Nuclease freies Wasser add 50 pl

Inkubieren bei 30°C fir 90 min
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5 Ergebnisse und Diskussion

Ziel der Arbeit war die Entwicklung eines Lab-oni@hbzw. mikrofluidischen Chipsystems,
das die Messung der Aktivitat von liganden-gestiemelonenkanéalen (LGIC) ermdglicht.
Mikrofluidische Membranprotein-Chipsysteme, die 2dessung der Aktivitat von LGIC

dienen, sollten folgende Bestandteile haben:

* Das mikrofluidische Chipsystem, welches Sensor- Detektoreinheit mit einander
verbindet, sowie die Schnittstellen zur Steuerumgkkperimente bereitstellt.
Fiur elektrochemische Detektionsverfahren bedeutst, dlass Elektroden in die
Reaktionskammern integriert sein miussen. Fir dmiddethoden ist Transparenz im
entsprechenden Wellenlangenbereich erforderlich.

* Sensoroberflachen, die die Immobilisierung sowie filinktionelle Integration von
Membranproteinen ermdglichen und deren Struktunilgtgeren.

* Liganden-gesteuerte lonenkanéle, die entwadeivo oderin vitro synthetisiert und
auf die Sensoroberflache aufgebracht werden.

Im Folgenden wird auf diese drei Punkte (Chipsyst8ensoroberflache, lonenkanale) naher
eingegangen.

Dabei wird zuerst der mikrofluidische Chip nahesdeieben und der Elektroden-Array
charakterisiert.

Dann folgen Untersuchungen der verwendeten bionsctetn Membranen hinsichtlich ihrer
elektrochemischen Eigenschaften.

Im dritten Abschnitt wird die prinzipielle Eignuregnes impedanz-basierten Chipsystems fur
die Detektion von LGIC am Beispiel van vivo expremierten nAchR gezeigt. Dabei wird
auch die verwendete Messmethode n&her beschrigimbrawf die Interpretation der Daten
eingegangen.

Im letzten Teil dieses Kapitels wird untersucht,sbdh dera’7 nAchRin vitro synthetisieren
und funktional in die biomimetischen Membranen daskrofluidischen Chipsystems

einbauen lasst.
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5.1 Entwicklung und Charakterisierung einer mikrofluidi schen

Analyseplattform zur Detektion von lonenkanélen

5.1.1 Der mikrofluidische Chip

5.1.1.1 Chipmaterial

Das mikrofluidische Chipsystem ermoglicht die Prdiendhabung sowie die Detektion.
Abb. 42 zeigt das verwendete Chipsystem. Es besightdem mikrofluidischen Chip und
einem Elektroden-Array.
Der Chip ist aus cyclischem Olefin Copolymer (COCYOC ist ein Polymer, dass im
Spritzgussverfahren zu Blocken gegossen werden.kganale, Reaktionskammern und
Zugange wurden mittels Frasen oder Bohren in ddgnmfeo eingebracht. Aufgrund seiner
Materialeigenschaften wie

* gute Biokompatibilitat

* optische Transparenz

(91% Transmission bei einer Wandstarke von 2 mm #1300 — 900 nm)

* Bestandigkeit gegen Ethanol, Isopropanol, Acetahalle wassrigen Medien

* Temperaturbestandigkeit

» elektrisch isolierend

» Autoklavierbarkeit

eignet sich COE? fiir die Herstellung von Biochips.

Kanaldesign

Abb. 42: Mikrofluidisches Chipsystem (n&here Details im Yext
links: Chip mit Kanélen, Ventilen und Zugéngen;
rechts: Chip mit eingeklebten Elektroden und Katiémung Federkontaktstifte und Platine
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Der verwendete Chip (64 mm x 43 mm) verfligt Uber weparate Reaktionsraume utber den
Elektroden (vgl. Abb. 43), in denen die proteinigalh Sensorschichten aufgebaut werden
und die Uber Kanéle befullbar sind; zwei Drehventdie den Fluidfluss lenken und vier
Vorratskammern, die eine Lagerung und Temperatassyng der Lésungen erlauben, bei
der vorliegenden Arbeit aber noch keine Anwendumagdén. Ein funfter Hilfskanal
ermoglicht, beim Wechsel von Lésungen zunachst zsvéschen den zwei FlUssigkeiten
entstehende Luftblase aus dem System zu entfeaie® dass sie in einen Reaktionsraum
geraten kann. Die herstellung des Chips erfolgtdrestitut fir Mikrotechnik Mainz GmbH,;
Mainz, Deutschland.

Ein mikrofluidischer Chip fur Screening-Anwendungsaollte die Moglichkeit fur parallele
Ansatze bieten. D.h. er sollte Uber von einandeibbéingige Reaktionsraume verfligen, die
zwar mit denselben Losungen beflllt werden konrs, denen ein Vermischen dieser
Losungen jedoch ausgeschlossen ist. Dies wird ddrehVerwendung von Drehventilen
realisiert. Die Drehventile ermoglichen das semaraBefillen eines einzelnen
Reaktionsraumes, wahrend die anderen Reaktionsréomé-luidfluss abgeschnitten sind.
Als Zugang zu den Kanalen dienen Dosiernadeln.w&iglen mit Sekundenkleber (USU
plus schnell fest) Uber seitliche Bohrungen in danédle geklebt und gestatten das
AnschlieRen von Schlauchen. Der Transport der Ellkdnn dann entweder durch eine
Spritzenpumpe oder eine Peristaltikpumpe erfolddm. die vorliegende Arbeit wurde eine
Peristaltikpumpe verwendet, da diese den Durchtanés quasi unbegrenzten Volumens
erlaubt.

Die Reaktionsrdume Uber den Elektroden werden dwicte medizinische Klebefolie
(Kanalfolie) definiert. Die Kanédle wurden mit eine@O,-Laser geschnitten und haben
jeweils eine Abmessung von 14 mm x 1 mm bei einéheéHvon 150 um. Dies ergibt pro
Kanal ein Probenvolumen von etwa 2,1 pl. Die Kaoiafist beidseitig klebend und bildet
eine dichte Verbindung zwischen Chip und Array. DAblosbarkeit erméglicht nach

Reinigung des Chips mit Losungsmittel eine mehrgealferwendung des Chips.

5.1.2 Der Elektroden-Array

Bei einem mikrofluidischem Chipsystem fir elektreohsche Messungen sind die
Elektroden von zentraler Bedeutung. Die Elektrosied als Array von 4 x 4 angeordnet. Das
Elektrodenmaterial wurde strukturiert auf 1 mm @icklaswafer aufgesputtert, die danach zu

21 mm x 23 mm grol3en Arrays geschnitten wurden.
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Arbeitselektroden 150 nm Gold auf 10 nm Titan

1 mmx1mm

jeweils vier unabhangige Elektroden pro Kanal
Referenzelektrode 150 nm Silber auf 10 nm Titan

0,2 mm x 1 mm

eine Referenzelektrode pro Array
Gegenelektroden 150 nm Gold auf 10 nm Titan

0,2 mmx 1 mm

eine Gegenelektrode pro Kanal

Kanalfolie

Reaktionsraume

Abb. 43: links: Elektrodenarray mit Arbeitselektroden, Geglektroden und Referenzelektrode sowie
Kontaktpads
recht: in den Chip eingeklebter Elektrodenarray ni&nalfolie zur Definition der
Reaktionsrdume

Die Herstellung erfolgt am Institut fur Mikrotechni Mainz als mehrstufiger
Photolithographie-Prozess mit Schattenmasken. Bigfgesputteretn Elektroden werden
mit einem Schutzlack (AZ6632) beschichtet, um ssgean Oxidation zu schitzen. Dies
erlaubt eine langere Lagerung der Elektroden ohesorere Vorsichtsmalinahmen. Der
Schutzlack lasst sich durch Spilen mit Aceton usdpiopanol leicht entfernen. Die
Elektroden sind durch SU8 voneinander isoliert, Rickkopplungen zu verhindern. Die
Kontaktierung erfolgt Gber Federkontaktstifte annkaktpads. Dabei ist die Geometrie der
Leiterbahnen so gewahlt, dass sie fir jede Elektrad dazugehérigem Kontaktpad dieselbe
Lange hat.

Der Aufbau von biomimetischen Membranen auf Elektro erfordert eine saubere
Oberflache. Daher wurde zunéchst eine geeigneteidReigsmethode fur die Elektroden-
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Arrays identifiziert (Abschnitt A). Die gereinigtedflektroden wurden dann hinsichtlich ihrer
Eignung fir Biosensoren Uberprift. Wichtige Par@medie in den folgenden Abschnitten
naher untersucht wurden, waren dabei:

* Rauhigkeit der Oberflache (Abschnitt B)

« Stabilitat gegeniber der Referenz (Abschnitt C)

* Homogenitat der Kapazitat (Abschnitt D)

(A) Reinigung der Elektroden

Die Elektroden missen unmittelbar vor Gebrauchiggtewerden. Zum einen kénnen noch
Restverunreinigungen des Herstellungsprozesses Edyenschaften beeinflussen. Zum
anderen lagern sich z.B. schwefelhaltige Verbinéwmngn der Raumluft sofort an der
Goldflache an, sobald diese nicht mehr unter semdzn Bedingungen (Schutzlack,
Argonatmosphére 0.8) aufbewahrt wird.
In der Literatur werden verschiedene Methoden zwginiBung von Goldelektroden
beschriebeH?¥. Beispiele dafir sind:

» Plasmareinigung (z.B. Sauerstoff, Argon)

» UV-Bestrahlung

* Kodnigswasser

» Kaliumhydroxyd + Wasserstoffperoxid (KOH +6h)

« Elektrochemische Reinigung in SchwefelsdureS@, + CV)
Sauerstoffplasma und alle anderen Reinigungsmethodee Silber angreifen, wurden
ausgeschlossen, da der gesamte Array der Reinigozgslur unterworfen ist. Die
Referenzelektrode wiirde ansonsten durch die Reigighemisch verandert werden.
Getestet wurden Argon-Plasma,30, + CV und KOH + HO,. Um die Effektivitat der
Reinigung zu beurteilen, wurde die Kapazitat. @er Grenzschicht Elektrode/Puffer
betrachtet. ¢ wurde bestimmt durch Impedanzmessung an geremigtel ungereinigten
Elektroden.
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Abb. 44: Verschiedene Reinigungsmethoden fir Goldelektroden
Inkubation in KOH + HO, (A), cyclische Voltammetrie in,HQ, (B), Argon-Plasma (C),

Der Elektroden-Array wurde fir 10 min in 50 mM KOH25 % HO, inkubiert. Diese
Behandlung fuhrte zu keiner signifikanten Reinigaieg Oberflache.

Fur die elektrochemische Reinigung in 0,5 M8, wurde zunéchst fur 10 s ein anodisches
Potential von 1,6 V gegenuber Silber angelegt. Délldete sich eine Goldoxid-Schicht,
welche durch 40 voltammetrische Zyklen (Potentiadlmd: -0,2 V bis 1,6 V; Scan-Rate
0,5 V/s) wieder abgelost wuréé® Diese Prozedur filhrte zwar zu einer Reinigung der
Oberflache, allerdings war der Erfolg beschrankie Blapazitat G stieg auf Werte um
84 pF/cni, was Uber dem fir reines Gold zu erwartenden B9t 40 pF/crn 1071126
liegt. Dies kdnnte auf eine zusatzliche Aufrauhdeg Oberflache hindeuten. Dadurch wirde
namlich die tatséachliche Elektrodenflache gr6Regswaber bei der Berechnung der
spezifischen Kapazitat keine Berucksichtigung ftndié die immer von der geometrischen
Elektrodenflache von 1 mimausgegangen wurde. Ein zusatzlicher Nachteil wass die
Elektroden bereits einer Losung ausgesetzt wurdenvor dem Einkleben in den Chip oder
dem Eintauchen in eine SAM-L6sungen erst wiedeogkhet werden mussten.

Bei der Reinigung mit Argon-Plasma wurde der Elettém-Array fir 5 min einem Argon-
Plasma ausgesetzt (310 W, 0,2 mbar). Dieser Pragesi rein physikalisches Verfahren,
bei dem Verunreinigungen mechanisch entfernt wendwh keine chemische Veranderung

der Oberflache erfolgt.
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Abb. 45: Impedanz-Scans an Goldelektroden nach Reinigungmgtrschiedlichen Methoden
oben: Bode-Plot, unten: Admittanz-Plot; jeweils mikEiven (durchgehende Linie)
Die Tabelle gibt die gefitteten Werte fly Bnd G an mit der jeweiligen Fitgenauigkeit

Abb. 45 zeigt den Vergleich der Impedanzmessungeremen Goldelektroden unmittelbar
nach verschiedenen Reinigungsprozeduren. Deutliogh ekkennen ist, dass bei den
ungereinigten Elektroden nicht nur ein RC-Elememtezkennen ist, das die Elektroden /
Elektrolyt-Grenzschicht darstellt, sondern mehr@&is belegt, dass sich auf ungereinigten
Elektroden noch Schichten aus dem HerstellungspsoZeefinden. Daher konnte die
ungereinigte Elektrode auch nicht mit einem R(R&gaEzschaltbild beschrieben werden, was
einen direkten Vergleich mit den gereinigten Eletean verhinderte. Auch die mit KOH +
H.O, gereinigte Elektrode zeigt Admittanz-Plot eine ttlehe Abweichung vom Verlauf
eines R(RC) Elements.

Die grol3e Fitungenauigkeit bei den beiden chemisdReinigungsverfahren zeigt, dass das
Ersatzschaltbild fur eine reine Goldelektrode niefrklich zutrifft. D.h. nach der Reinigung
weicht die Oberflache immer noch stark vom idealenhalten ab. Zudem erkennt man bei
der Reinigung mit KOH + bD,, dass das Verhalten bei niedrigen Frequenzernkegpazitiv

ist, so dass sich kein genauer WiderstagdBstimmen lasst.
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Aus dem Vergleich der untersuchten Reinigungsmethatgab sich, dass die Reinigung mit
Argon-Plasma sowohl von der Effektivitat als auainwer praktischen Handhabung am
geeignetsten war. Alle Versuche wurden daher nektEbden-Arrays durchgefihrt, die mit

Argon-Plasma gereinigt worden waren.

(B) Rauhigkeit der Oberflache

Die Rauhigkeit der Oberflache wurde als ein entsidmeler Parameter fur die Bildung von
festkdrpergestitzten biomimetischen Membranen otieh Dichte, d.h. groRem Widerstand,
identifiziert. Sie spielt insbesondere eine Rolle fie Qualitdt von SAMs. Je kleiner die
Rauhigkeit desto weniger Defektstellen gibt esi@sein Schichten.

Um die Elektroden Arrays dahingehend zu charakégds wurden von Dr. J. Dorn

Aufnahmen mit einem Rasterkraftmikroskop (AFM, atoforce microscope) gemacht.

6.6 nm

E

s

Abb. 46: AFM-Aufnahme der reinen Goldelektrode und Profidufdwizard AFM (JPK Instruments,
Berlin, Deutschland); Tapping-Modus; Siliziumnit@hntilever nominellen Federkonstante
0,32 N/m (Veeco Instruments, Deutschland); Scae-R&Hz, Auflosung 512 x 512 Pixeln)
aufgenommen von Dr. Jan Dorn (MPI-P, Mainz).

Die Rauhigkeit der Elektroden ist mit 1,68 nm amee Flache von 5 pm x 5 pum um etwa das
2,5-fache groRer als bei template stripped gold, idafriheren Arbeiten als Substrat fur
SAMs verwendet wurde. Dies lasst sich mit dem Hdsigsprozess erklaren. Durch den
Aufdampfprozess kommt es zu Unebenheiten auf derf@ohe.

Einen weiteren Hinweis auf die Rauhigkeit liefenmpledanz-Scans der Gold-Elektroden. Der
Exponent des CPEs gibt Hinweise auf die Homoged#gatOberflache. Er betragt 1 fur einen
idealen Kondensator und O fur einen idealen ohnms@tiielerstand. Werte zwischen 0,99 und
0,5 deuten auf eine Verteilung kapazitiver Elemeais® auf Elektroden mit zunehmender
Oberflachenrauhigkeit hin. Fur die Elektroden-Agayurden Korrekturfaktoren von
n = 0,86 — 0,95 ermittelt.
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In friheren Arbeiten wurde bereits das Verhaltngs thtsachlichen Elektrodenflache zur
geometrischen Elektrodenflache verglichEr. Die tatsachliche Elektrodenflache lasst sich
aus der an der Reduktion einer Goldoxid-Monoschlzttieiligten Ladung ermitteln. Der
Rauhigkeitsfaktor (tats&chliche Flache / geomdiescFlache) wurde zu 1,84 = 0,13
bestimmt, was in guter Ubereinstimmung mit aus Hieratur bekannten Werten fur

gesputterte Diinnschicht-Elektroden auf Glassulestriat!*?”.

(C) Stabilitdt der Referenzelektrode
Die Referenzelektrode bestimmt das Potential, gégem dem die elektrochemischen

Messungen durchgefuhrt werden. Weit verbreitet de Anwendung einer Ag/AgCl
Elektrode. Ag/AgCl Elektroden haben ein stabilesbA@llenpotential, das sich nicht Uber die
Zeit andert. Es ist lediglich geringfligig von dererniperatur abhangig (ca. 0,5 bis
1,0 mv/°C)t28

Verwendet werden kénnen jedoch auch so genannted@dReferenzelektroden, z.B. aus
Silber. Bei Pseudo-REs handelt es sich um Elekiraies reinem Metall. Es stellt sich ein
stabiles - allerdings unbekanntes - Potential das von der Elektrolytzusammensetzung
abhangig sein karfi?® Wenn man Anderungen in Kapazitdt und Widerstand der
biologischen Schichten untersuchen will, ist edhiniwtig, das absolute Potential zu kennen.
Wichtig ist es, einen festen Bezugspunkt zu haleh. das Potential der RE muss nicht

bekannt, aber konstant sein.
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Abb. 47: Messung des Potentials einer Ag Pseudo-Referetrmelelgegen eine Ag/AgCI-Elektrode
in PBS (A) und ein vergrol3erter Abschnitt der dleic Messung, welcher die Stabilitat tber
einen Zeitraum von 2 h zeigt (B).

Um die Stabilitdt der Ag Pseudo-RE der Elektrodemar zu tGberpriufen, wurde ihr Potential
gegenuber einer Ag/AgCl Standard-RE (World Preaisistruments, Deutschland) in PBS-
Puffer gemessen, demselben Puffer der auch firergpdlessungen an biologischen
Systemen als physiologischer Puffer diente. Als @®Hrde ein gewundener Pt-Draht
verwendet. Die Messung erfolgte in einer zylindnest Messzelle mit einem Volumen von
1 ml. Nach einer anfanglichen Equilibrierung lag dotential der Pseudo-RE aus Silber bei
-526 mV gegenuber der Standard-RE aus Ag/AgCleimetektrochemischen Spannungsreihe
hat Ag/AgCl gegenlber der Normal-Wasserstoff-Eledtér ein Potential von & +0,22 V
(128 ynd Silber ein Potential voryE +0,8 V!*?°

Ag/AgCl von E=0,58V. Dies liegt in guter Ubersiimmung mit den fur die

| Dies ergibt ein Potential von Ag gegenuber

Elektrodenarrays ermittelten Werten. Das negatiwezsichen des gemessenen Potentials
erklart sich durch die regional unterschiedlichelntentionen, da dem verwendeten
Messgerat samt Software die amerikanische Vorzeddfenition zu Grunde liegt. Die

Abweichungen vom theoretisch zu erwartenden Wennkd durch die Zusammensetzung
der Pufferlésung bedingt sein. Wie zuvor bereitgddnt hangt das Potential einer Pseudo-RE
von den lonenkonzentrationen im Elektrolyten abdéfu wurde die Messung Uber Nacht
durchgefuhrt. Leichte Schwankungen der Raumtemgperaind damit auch der

Elektrolyttemperatur konnen das Potential beeistuas
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Aus der in Abb. 47 gezeigten Messung wird aber laéitdass nach der Anfangsphase die
Schwankung des Elektrodenpotentials gering ist. \@egroRerte Ausschnitt zeigt, dass das
Potential in einem Zeitraum von 2 h nur innerhadb 2,4 mV schwankt.

Ein weiteres Zeichen fur die Stabilitat der PseRioist, dass sich der Elektrolytwiderstand
bei den Impedanz-Scans Ulber die Zeit nicht verdn®ar Widerstand an der Grenzflache
Arbeitselektrode / Elektrolyt kann sich durch Ardagngen von Moleklilen an die AE

verandern. Der Elektrolytwiderstand,Rollte davon unberthrt bleiben.
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Abb. 48: Sechs aufeinanderfolgende Impedanz-Scans in BSAWMRB8kurven (durchgehende
Linie) und die gefitteten Werte flig it Fitgenauigkeit

Abb. 48 zeigt aufeinander folgende EIS Scans irereBSA/PBS Ldsung, die zu einer
Anlagerung an das Gold der AE und somit zu einedekang des Widerstandes der
Grenzflache fuhren. Fir verlassliche Ergebnissé glain die Charakteristik der RE dadurch
jedoch nicht &ndern. Ob dies der Fall ist |&sdt giaran feststellen, ob die flg Rrmittelten
Werte gleich bleiben. Dargestellt ist hier nur Hechfrequente Bereich, der vor, Bbhangt.

Es zeigte sich, dassim Rahmen der Fehlergenauigkeit Uber die Zeitilstédabt.

Homogenitat der Elektroden

Damit die Messungen auf verschiedenen Elektrodeglieiehbar sind, missen die Werte fur
Kapazitat und Widerstand des reinen Goldes vonyAma Array so wie innerhalb eines
Arrays homogen sein. Denn nur dann herrschen fiir Adafbau der biomimetischen
Membranen vergleichbare Ausgangsbedingungen, sos dase elektrochemischen
Eigenschaften mit einander verglichen werden kénnen

Die Kapazitat an der reinen Goldschicht in Pufétauf die Ausbildung eine Helmholtz-
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Schicht an der Elektrodenoberflaiche so wie auf sdirikturellen Eigenschaften der
Elektrodenoberflache  (Rauhigkeit, Geometrie der rfdghe, mikroskopische
Ladungsverteilungen) zuriickzufihréf',

Reine Goldoberflachen haben eine Kapazititven etwa 40 uF/cht®”, wobei dieser Wert
je nach Quellenangabe schwanken kann. Je kleinerCgeWert ist, desto starker sind
Verunreinigungen auf der Oberflache. Die Quali&t Blektroden hangt in erster Linie vom
Herstellungsprozess ab. Je genauer und reprodamertiieser ist, desto homogener sind die
einzelnen Elektroden-Arrays. Eine weitere Rolleskpiie Reinigung der Elektroden, bevor
sie in den Messaufbau eingesetzt werden kénnen.

Um die Vergleichbarkeit der Elektroden zu Uberpniifevurden Impedanz-Scans an den
einzelnen Elektroden eines Arrays so wie an deesellektrodenpositionen verschiedener
Arrays aufgenommen.

Sobald die gereinigten Elektroden mit Pufferldésuing Kontakt kommen, lagern sich
Verunreinigungen an der Oberflache ab und es biidéteine lonen-Doppelschicht. Um eine
Vergleichbarkeit zu geben, wurden die Elektrodehetizunachst fir 30 min in PBS-Puffer

inkubiert.

A B C

Abb. 49: Drei verschieden Varianten Elektroden zusammeaggeh und zu vergleichen
gleiche Elektrodenspalte (A), gleiche Elektroddiez@), gleiche Elektrodenposition (C)

Um die Homogenitat der Arrays zu charakterisienenrden Messungen wie in Abb. 49

gezeigt, auf drei verschiedene Arten zusammengefass

Unterschiede innerhalb einer Elektrodenspalte ¢gksi Reaktionsraum)
Unterschiede innerhalb einer Elektrodenzeile (hleiElussweite)

Unterschiede zwischen verschiedenen Arrays (gldidbktrodenposition)
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Abb. 50: Vergleich der Kapazitaten der Goldelektroden ausekiedenen Arrays.(Genauere
Erklarung der Elektrodenbezeichnung siehe Text)
(a): Die vier verschiedenen Elektroden in einer €eflowie gleichzeitig die Mittelwerte
der Kapazitat an einer Elektrodenposition
(b): Die vier verschiedenen Elektroden in einer $pal

Abb. 50 (a) zeigt die Streuung der KapazitateninareElektrodeposition auf verschiedenen
Arrays von verschiedenen Wafern. Die Werte vaniersvar leicht von Array zu Array
(~ £7 %), weisen aber keine drastischen Schwankungef. Man kann daher davon
ausgehen, dass es durch den Herstellungsprozessngtieed Unterschiede der
Elektrodenqualitat gibt, diese aber im vertretbaRs@hmen bleiben und die Arrays fur
Biosensoren benutzbar sind.

Fur die Kapazitat ergeben sich bei den ElektrodegarWerte zwischen 28,0 pF/cmnd
41,2 pF/criund fur den Korrekturfaktor Werte zwischen 0,86 0n95.
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Abb. 50 (a) zeigt zudem die Kapazitaten der Elaldroeiner ,Zeile“. Hierbei fallt auf, dass
die Elektroden am Rand eine hohere Kapazitat agémeals die in der Mitte.

Abb. 50 (b) zeigt die Kapazitaten der Elektrodemeralb eines Kanals bei Messung in allen
vier Kanélen. Die Elektroden-Arrays wurden immef dieselbe Art in derselben Position
Plasma-behandelt. Der Array stand jedes Mal sehkree der Plasmakammer.
Elektrodenposition 1 bezeichnet dabei die Elektrade unteren Ende des Arrays vor den
Kontaktpads und Elektrodenposition 4 die am obeRamd. Es fallt auf, dass es einen
tendenziellen Anstieg der Kapazitat von Positionath Position 4 gibt. Da dies bei allen
Arrays unabhangig von ihrer Position auf dem Waféhrend des Herstellungsprozesses zu
beobachten war, lasst sich dies am wahrscheindiohauf die Reinigung zurtckfuhren.

Scheinbar ist die Plasmareinigung an den Randeydays effektiver.

5.1.3 Zusammenfassung

Der mikrofluidische Chip, der in dieser Arbeit vamdet wird, eignet sich fur vier parallele
Ansatze mit jeweils einem Reaktionsvolumen von e?yliaul.

Die Reaktionen finden auf Elektroden-Arrays mit 4ex 4 Goldelektroden mit einer
geometrischen Flache von 1 fstatt.

Die Verwendung von Argon-Plasma erwies sich alse esffektive und reproduzierbare
Methode, um die Elektroden-Arrays zu reinigen. Daharde sie im weiteren Verlauf der
vorliegenden Arbeit angewendet.

Die Rauhigkeit der Goldelektroden betrug etwa Ir6 Bs konnte gezeigt werden, dass die
Elektroden auf unterschiedlichen Arrays hinsichtlichrer Kapazitat (28,0 pF/ém
bis 41,2 pF/crf) vergleichbar waren.

Zudem war auch die Stabilitdit der Pseudo-REs gegeBee wiesen ein Potential von

ungefahr -520 mV gegentber Ag/AgCl auf.
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5.2 Etablierung und Charakterisierung biomimetischer

Membranen

Als biomimetische Membranen wurden in der vorliedgmArbeit eine tethered Bilayer Lipid
Membrane (tBLM), eine protein cushioned Bilayer idipnembrane (pcBLM), eine hybrid
Bilayer Lipid membrane (hBLM) / Solid supported Merane (SSM) sowie Block-
Copolymere (BCP) mit jeweils einem beispielhafteruftfau verwendet. Sie wurden
hinsichtlich ihrer Dichtigkeit sowie der Schichtdee mit Oberflachenplasmonen-

Resonanzspektroskopie sowie elektrochemischen Tleohoharakterisiert.

. tBLM pcBLM

L ean.
| — 2Nl

.'.'f:f"' B8 Membranfragment
e oo, ) oder
GEEFEQ LY/ \eskel

g | Bock AR

Copolymer
Lipid
& — Alkanthiol
— Gold

Gold

Block-Copolymere hBLM /SSM

Abb. 51: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit vedeten biomimetischen
Modellmembranen
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5.2.1 Tethered Bilayer Lipid Membrane (tBLM)
am Beispiel von Lipidvesikel-Spreitung auf DPTL

Die tBLMs mit mit dem Abstandshalter Diphytanyl-ggrol-tetraethylen-glycol-liponsaure
Lipid (DPTL) (vgl. Abb. 510ben links) wurden nach der in Abschnitt 4.4 (Asdwieben
Methode préapariert. Sie haben sich in friheren Rebeals dichte und elektrisch gut
isolierende Membranen erwieséli!. Jedoch ist bei diesem Typ von biomimetischer
Membran die Qualitat stark abhangig von Defektsielh der Monolage, da eine Spreitung
der Vesikel am Besten auf defektfreien, ebenen Négem erfolgt. Die Defektstellen in der
Monolage korrespondieren auch mit der Rauhigkeit@leerflache. Da die Kettenlange von
DPTL theoretisch 5,0 nm betragt, reichen bereitedémheiten in der Goldoberflache von
wenigen Nanometern aus, damit die UnregelmaRigk&iteler Monolage ein Vesikelspreiten
erschweren. Andere Arbeiten verwenden daher algefraemplate stripped gold (TSG), das
sich durch eine geringe Rauhigkeit auszeicHt®ét Die fiir die mikrofluidischen Chips
verwendeten Elektroden sind jedoch gesputtert. Dahede zunadchst Gberprift, ob eine
ausreichende Bedeckung mit DPTL gegeben ist.

Betrachtungen Uber die Bedeckungsdichte lasserasickhwei Arten anstellen:

- Uber die Kapazitat der Schicht
- uber die Peaks eines Redoxpaares

Jenkins et al. haben eine Methode préasentiert,swie aus den theoretisch zu erwartenden
sowie aus den tatsachlich gemessenen KapazitédeBedieckungsdicht® bzw. der Anteil

an Defektstellen bestimmen 12588¢.,

Cm = CSAM+CAU = Cm = G[CSAM+(1_G)[CAU
C -C
-~ @ = _—m “A (Gl.20)
CSAM_CAU

Hierbei ist G, die gemessene Kapazitata,Cdie Kapazitat der reinen Goldelektrode
(40 pF/em ) und Gsam die theoretische Kapazitat einer defektfreien Mage. Gaw
errechnet sich nach der Kondensatorformel zuG 0,37 puF/crhbei einer Dicke der DPTL
Monolage von 5 nm und einer Dielektrizitdtskonstanwon 1,45.

Fur die Bedeckung der Elektroden ergibt sich daenit Wert von etwa 91 %. Diese

Bedeckungsdichte liegt unter der auf TSG erreicfBedeckung von Uber 98 %. Dennoch
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wird sie als ausreichend betrachtet, um weiterlimden Aufbau einer tBLM geeignet zu
sein. Jenkins et al zeigten, dass Vesikelspreitwidvionolagen mit einer Bedeckungsdichte

von 70 % verwertbare Membranen erzeltjté

Ob mit DPTL dichte Schichten erzeugt werden, l&ssh auch mit Hilfe der cyclischen
Voltammetrie (CV) untersuchen. Ein Redox-Paar wadilkdinhexacyanoferrat @ke(CN) /
K4sFe(CN)}) zeigt in einem cyclischen Voltammogramm auf reineGold deutlich
ausgepragte Redox-Peaks. Wird den Elektronen jedechUbertritt ins Gold durch eine
isolierende Schicht — wie sie eine SAM aus DPTLstHit — verwehrt, verringern sich diese
Peaks. Bei vollstandiger Bedeckung der Elektrode¢ emer isolierenden Lipidschicht

verschwinden sie ganz.

144
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Abb. 52: Cyclisches Voltammogramm an Au und DPTL jRd{CN); /K4Fe(CN}, Scan-Rate
0,05 VI/s.

Abb. 52 zeigt das Voltammogramm an einer mit DPE€kdhichteten Elektrode im Vergleich
zu einer reinen Gold-Elektrode (Peakhdhe 4,62 D¢ Redox-Peak geht bei DPTL auf
0,11 pA zuriick. Dies entspricht einem Riuckgang urfd

Biomimetische Schichten auf DPTL-Basis auf den gdspen Elektroden der Arrays sind
daher durchaus realisierbar. Allerdings ist mit ér@m Kapazitaten und niedrigeren
Widerstanden als auf TSG zu rechnen, da DefekteimSAMSs die Bildung einer perfekten
Lipiddoppelschicht verhindern.
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DPTL 8,5+0,7 4,01+0,4

DPTL + PC 119,0 £ 13,0 2,79+0,1

Abb. 53: Impedanz-Scans an einer DPTL Monolagen)(und an der tBLM aus DPTL + P@i{in)
in PBS, jeweils mit Fitkurven (durchgehende Linie)
Die Tabelle gibt die gefitteten Werte iy Bnd G, an mit der jeweiligen Fitgenauigkeit

Abb. 53 zeigt die Impedanz-Scans der Bildung ei@+Lipiddoppelschicht auf einer DPTL-
Monolage. Deutlich zu erkennen ist das Vorhandensein zwei RC-Elementen in der
Monolage. Eines reprasentiert die hydrophobe Lalgs andere die hydrophile Spacer-
Region.

Zudem zeigte sich, dass die Widerstande der Dogitietst unter 1 Mb-cn? liegen und damit
unter den Werten die in friheren Arbeiten bericlitatden. Hierbei spielt jedoch auch die
GroRRe der Elektroden eine Rolle. Vockenroth etkahnten an aufgedampften Elektroden
zeigen, dass der spezifische Widerstand sich mit Elektrodenflache andet3¥. Fur
kreisformige Elektroden mit einem Durchmesser voOMum malf3en sie einen Widerstand
von 29 M fur eine Lipiddoppelschicht auf DPTL-Basis, wasesn spezifischen Widerstand
von 3,6 M@nY entspricht; fiir Elektroden mit einem Durchmesszm 80 um erreichten sie
zum ersten Mal einen absoluten Widerstand im Giga&ereich von 1,4 Q, was einem
spezifischen Widerstand von 7@icn? entspricht. Bereits hier zeigte sich, dass deolabs
Widerstand zwar bei kleinerer Elektrodenflache gifeider spezifische auf die Flache
bezogene Widerstand jedoch sinkt. Was bedeuted, gdels auf kleineren Elektroden weniger
perfekte Lipiddoppelschichten ausbilden. Dies las&sh damit erklaren, dass auf der
kleineren Flache Defekte einen grofReren Einflus®ehaZudem hat es den Anschein, dass
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