Technische Universitat Miinchen
Physik Department
Lehrstuhl fur Biophysik, E22

Uber das Benetzungsverhalten von Phospholipidmembranen auf
glatten und strukturierten Oberflachen

Julia Nissen

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fur Physik
der Technischen Universitat Miinchen zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors
der Naturwissenschaften genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. H. Friedrich

Prufer der Dissertation: 1. Univ.-Prof. Dr. E. Sackmann
2. Univ.-Prof. komm. Dr. W. Nitsch, em.

Die Dissertation wurde am 21.03.01 bei der Technischen Universitait Muinchen eingereicht
und durch die Fakultét fur Physik am 18.06.01 angenommen.



INHALTSVERZEICHNIS

1. ZUSAMMENFASSUNG 5
2. MOTIVATION 7
3. MATERIALIEN UND METHODEN 10
3.1. Materialien 10
3.1.1. Lipide und Fluoreszenzmarker 10
3.2, Reinigungsmethoden 11
3.3. Techniken 12
3.3.1. Fluoreszenzmikroskopie, Bildaufnahme und -verarbeitung 12
33.2. Zwei Methoden zur Messung der Eigendiffusion von Molekiilen in planaren Systemen 13
3.3.2.1. Fluoreszenzerholung nach Fotobleichen (FRAP) 14
3.3.2.2. Kontinuierliches Bleichen 15
3.3.3. Rontgenreflektometrie 18
3.3.3.1. Theorie der spekularen Rontgenreflektometrie 18
3.3.3.2. Anpassung der gemessenen Reflektivitaten und Rekonstitution des Elektronendichteprofils
20
3.3.3.3. MefBgeometrie am Strahlrohr D4 des Hasylab/DESY 23
3.34. Laterale Strukturierung von Festkorperoberflachen auf Mikrometerskala 24
3.34.1. Fotolithographisches Verfahren 24
3.3.4.2. Die Entnetzung von Polymerfilmen als strukturbildender Prozess 25
3.3.5. Die Lipidbeschichtung von Oberflachen mit Vesikelfusion 25
3.3.6. Durchfuhrung eines Spreitexperimentes 26

4. BENETZUNG VON FESTKORPEROBERFLACHEN MIT MEMBRANEN 28

4.1. Kinetik der Benetzung: Theoretische Aspekte 28
4.1.1. Spreiten als Benetzungsphianomen 28
4.1.2. Die Membran im Wandpotential 29

4.1.2.1. Van der Waals Wechselwirkung 30
4.1.2.2. Elektrostatik 30
4.1.2.3. Repulsive Krifte 31



4.1.2.4. Gesamtes Wechselwirkungspotential 32

4.1.3. Zeitabhangigkeit der Spreitkinetik, Bewegungsmodelle und Dissipationsmechanismen 32

4.2. Kinetik der Benetzung: Experimenteller Teil 36

4.2.1. Vorarbeiten 36

4.2.2. Bestimmung der Wasserschichtdicke bei Variation der Pufferbedingungen 38

4.2.3. Kolloidale Sonden zur Untersuchung der Membranbewegung 42
4.2.4. Die laterale Verteilung des Fluoreszenzmarkers: Eine Visualisierung des Spannungsgradienten

in der Membran 47

4.2.5. Einfluss zweiwertiger Ionen auf die Spreitkinetik 50

4.2.6. Der Einfluss von Defekten auf das Spreitverhalten 54

4.2.7. Zusammenfassung 56

5. RAUIGKEIT DER BENETZUNGSFRONT: EIN WACHSTUMSPHANOMEN 57

5.1. Konzepte zur theoretischen Beschreibung von Grenzflichenwachstum 58
5.1.1. Skalenargumente zur Charakterisierung von Grenzlinienrauigkeiten 58
5.1.2. Die Kardar-Parisi-Zhang Gleichung 60
5.1.3. Das MCR-Modell: ein diskretes Wachstumsmodell in 2 Dimensionen 62

5.2. Grenzliniendynamik der Benetzungsfront 64
5.2.1. Membranfluss durch ein regelmaBiges Gitter hydrophober Scheiben 64
5.2.2. Grenzlinienmorphologien der Benetzungsfront auf zweidimensionale porose Medien 69

5.3. Zusammenfassung 71

6. BENETZUNG FESTKORPERGESTUTZTER POLYELEKTROLYTFILME MIT

LIPIDMEMBRANEN 72
6.1. Praparation und Charakterisierung der Polymerschichten 73
6.1.1. Polylysin 73
6.1.2. Hyaluronsaure 74
6.1.3. Charakterisierung der Polymerschichten mittels Ellipsometrie 75
6.2. Spreitkinetik geladener Lipidmembranen auf Polyelektrolyten 77
6.3. Zusammenfassung 83



7. FESTKORPERGESTUTZTE MEMBRANEN AUF
KUNSTSTOFFOBERFLACHEN

7.1. Verwendete Kunststoffe und ihre Materialeigenschaften
7.1.1. Optische Eigenschaften
7.1.2. Kontaktwinkelmessungen
7.2 Lipidbeschichtung von Kunststoffoberflachen
7.2.1. Vesikelfusion
7.2.2. Benetzung mit Lipiden auf Kunststoffoberflachen
7.2.3. AFM-Aufnahmen der Lipidschicht auf TOPAS
7.3. Membranspreiten auf gestuften Oberflachen
7.3.1. Nanoimprinting von PC und TOPAS
7.3.2. Benetzungsexperimente auf gestuften PC-Oberflachen
7.4. Zusammenfassung
8. AUSBLICK
9. ANHANG
9.1. Verwendete Abkuirzungen
9.2. Substanzen (falls nicht anders beschrieben)
9.3. Geriate
10. LITERATUR

85

85
86
88

90
90
93
95

96
98
99

101

103

104

104

105

106

28



1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Benetzungskinetik von Phospholipidmembranen auf
glatten Oberflichen, Filmen festkorpergestuitzter Biopolymere und synthetischen
Kunststoffoberflachen untersucht. Auf mikrostrukturierten Substraten wurde die zeitliche
Entwicklung der Membranfront mit Theorien des lokalen Wachstums analysiert.

Lipid auf ein Substrat aufgebracht, benetzt eine Oberflache nach Zugabe von Wasser unter
der Bildung einer Lipiddoppelschicht. Die Bewegung der Membran wurde mit
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert und mit Bildverarbeitung analysiert. Die

2_Gesetz. Von daher wird

Geschwindigkeiten folgen auf allen Oberflachen universell einem t
die beim Benetzungsprozess gewonnene freie Energie iiber einen Reibungsmechanismus
dissipiiert, der proportional zur Lange der bedeckten Flache ist. Die innere Dynamik der
Membran wahrend des Spreitens wurde mit kolloidalen Sonden visualisiert. Es stellte sich
heraus, dass die Membran uiber ihre Monolagen gleitet und das Substrat iiber einen inneren
Abrollvorgang bedeckt. Die Kopplung der Membran an das Substrat ist somit starker, als die
Kopplung zwischen den Monolagen der Lipiddoppelschicht. Dies konnte die Bestimmung des
Abstandes zwischen Membran und Substrat mittels Rontgenreflektometrie zu 6 + 1 A
bestatigen. Die Benetzungsgeschwindig-keiten neutraler Membranen auf Glas erhohen sich
signifikant bei Erhohung der Ca™-Ionen Konzentration um nur einige yM, was durch eine
VergroBerung der Adhésionsenergie erklart werden kann. Die Verringerung der
Membrangeschwindigkeit in Gegenwart kuinstlicher Defekte in der Grolenordnung einiger
nm hingegen, kann auf Scherfluss in der Membran zuruickgefihrt werden.

Zur Analyse der lokalen Grenzliniendynamik der Membranfront wurden Substrate mit
kunstlichen Defekten in der GroBenordnung einiger ym verwendet. So fuhren regelméfig
angeordnete Scheiben, die von der Membran nicht benetzt werden, zu einer kompakten,
undulierten Membranfront. Die zeitliche Entwicklung der Grenzlinienkontur kann gut mit der
deterministischen Kardar-Parisi-Zhang-Gleichung beschrieben werden, die ein diffusive
Relaxation und einem nicht linearen Wachstumsterm beinhaltet. Auf Oberflachen mit zufallig
verteilten, von der Membran nicht benetzten Defekten wurden fraktal-ahnliche
Grenzlinienmorphologien beobachtet, wohingegen auf chemisch homogenen, aber rauen
Oberflachen eine kompakte Grenzlinie entsteht, deren Analyse einen statischen

Rauigkeitsexponent von 0.81 +0.05 ergibt. Dieser Ubergang von kompakten zu fraktal-
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ahnlichen Grenzlinienmorphologien bei Variation des Kontaktwinkels zwischen einem
zweidimensionalen porosen Medium und einer eindringenden Flussigkeit stimmt mit dem
Martys-Cieplak-Robbins-Modell uiberein, das dartiber hinaus fur die kompakte Grenzlinie
denselben statischen Rauigkeitsexponenten vorhersagt. In dieser Hinsicht stellen
Benetzungsfronten von Lipidmembranen auf strukturierten Oberflaichen ein gutes
Modellsystem fur Wachstum in 2 Dimensionen dar.

Das Benetzungsverhalten von Phospholipidmembranen wurde auf zwei festkorpergestiitzten
vollhydratisierten Biopolymerfilmen untersucht: (i) kovalent gekoppelte anionische
Hyaluronsédure und (ii) physisorbiertes kationisches Polylysin. Beide Oberflachen werden von
entgegengesetzt geladenen Membranen benetzt, die eine geschlossene fluide
Lipiddoppelschicht bilden. Aquivalent zur Kinetik auf starren Festkorperoberflachen wird fur
die Benetzungsgeschwindigkeit ein Gesetz v(t) ~ t'* beobachtet. Die Verringerung der
Geschwindigkeit auf beiden Polylelektrolytfilmen bei Erhohung der Salzkonzentration lasst
sich auf die Verringerung der Maschenweite durch Abschirmung der elektrostatischer
AbstoBung zuruckfuhren.

AuBerdem wurden auf folgenden synthetische Polymeren sowohl Vesikelfusion als auch
Benetzungsexperimente mit neutralen und kationischen Membranen durchgefiihrt:
Polymethylmethacrylat (PMMA), Polystyrol (PS), Polycarbonat (PC) und ein zyklisches
Olefin (TOPAS). Bis auf TOPAS werden alle Oberflachen von Membranen benetzt, wobei

die Geschwindigkeiten nur auf PC reproduzierbar einem t'*

-Gesetz folgen. Dies korreliert
mit der Beobachtung, dass nur TOPAS einen Kontaktwinkel > 90° hat. Durch Vesikelfusion
konnen alle Oberflachen mit optisch homogenen Filmen kationischer und neutraler Lipide
beschichtet werden, wobei die gemessenen Diffusionskonstanten deutlich kleiner sind als auf
Glas. AFM-Aufnahmen zeigten, dass sich auf TOPAS in Ubereinstimmung mit dem stark
hydrophoben Charakter des Materials eine Lipidmonolage bildet.

PC wurde durch HeiBlpressen in z-Richtung mit Stufen strukturiert und als Substrat zur
Untersuchung des Einflusses von Oberflichentopologien auf das Benetzungsverhalten von
Membranen verwendet. Befand sich die Membranfront parallel zu den Stufen, verringerte sich
der kinetische Spreitkoeffizient um einen Faktor 10 im Vergleich zu glatten Oberflachen,
wiahrend im Fall einer senkrecht zu den Stufen orientierten Membranfront kein Spreiten

beobachtet wurde. Dieses Verhalten kann qualitativ mit einer Verringerung der

Adhasionsenergie auf Grund der Substrattopologie erklart werden.



2. Motivation

2. Motivation

Substratgestutzte Membranen sind ein wichtiger Ansatz zur Biofunktionalisierung von
Festkorperoberflachen, da sie als planare Modellsysteme der Zellwand eine Schnittstelle
zwischen Festkorper und biologischer Materie darstellen (Sackmann, 1996). Sie finden
Anwendung als flussigkristalline Matrix fur integrale Transmembranproteine, die mittels
oberflachensensitiver Techniken untersucht werden konnen. Wie in Abbildung 2.1a)
schematisch dargestellt, verhindern diinne Polymerfilme zwischen Membran und Substrat die
Denaturierung solcher Proteine auf Grund des direkten Kontaktes groBer substratstindiger
Seitengruppen mit der Festkorperoberfliche (Sackmann und Tanaka, 2000), (Radler und
Sackmann, 1997). Zur Entwicklung von Biosensoren werden planare Membrane

hochohmiges Kernstiick eines Schichtsystems aus Halbleitermaterialien und Polymerfilmen.

a) b)
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Abbildung 2.1 a) Festkorpergestiitzte Membranen bieten die Moglichkeit, Transmembranproteine oder
Rezeptor-Ligand Wechselwirkungen mit optischen und oberflichensensitiven Methoden zu
untersuchen. b) Uber den Einbau von Rezeptoren in eine festkorpergestiitzte Membran wird diese Teil
eines Systems zur Untersuchung von Zelladhdsion. In beiden Fdllen a) und b) erméoglicht die planare
Geometrie prinzipiell die Beobachtung von Einzelereignissen.

Die laterale Strukturierung substratgestiitzter Membranen durch Diffusionsbarrieren schafft
ganze Bibliotheken einzelner Felder auf einem Substrat, die unabhédngig voneinander
angesprochen werden konnen (Boxer, 2000). Aber auch als biokompatible Beschichtung zur
Untersuchung adsorbierter, biologischer Makromolekiile, wie DNA, sind festkorpergestutzte

Lipiddoppelschichten geeignet (Maier und Réadler, 1999).
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Weitere Anwendung finden substratgestiitzte Membranen in Zelladhasionsstudien zur
Untersuchung spezifischer Krafte zwischen Rezeptoren und Liganden (Bruinsma et al., 2000),
wobei der eine Bindungspartner in die planare Lipiddoppelschicht und der andere in ein
Vesikel eingebaut wird (siehe Abbildung 2.1 b)).

Eine weitverbreitete Technik zur Rekonstitution planarer Membranen auf Festkorper-
oberflachen ist die Vesikelfusion (McConnell et al., 1986). Sie bietet den Vorteil, dass durch
die Verwendung von Proteoliposomen leicht Proteine in die Membran eingebaut werden
konnen (Salafsky et al., 1996). Es wird davon ausgegangen, dass die Entstehung einer
planaren Lipiddoppelschicht durch Vesikelfusion hauptsachlich in drei Schritten ablduft: 1)
Adhasion des Vesikels auf Grund eines attraktiven Wandpotentials, 2) Reillen des Vesikels
und 3) Spreiten der Membran bis die einzelnen Stucke zu einer homogenen
Lipiddoppelschicht fusionieren. Die Adhdsion des Vesikels an der Oberflache ist durch
kolloidale Wechselwirkungen bestimmt, wahrend das Aufreilen von verschiedenen
Parametern, wie der Lipidzusammensetzung und dem Verhaltnis von Oberflache zu Volumen
abhangt (Lipowsky und Seifert, 1991). Fur alle Anwendungen ist eine defektfreie Membran
essentiell, bei deren Bildung der letzte Schritt die Schlusselrolle spielt. Das Spreiten der
Lipiddoppelschicht auf der Festkorperoberfliache stellt ein Benetzungsphdnomen dar, das
erstmals von Radler untersucht wurde (Radler et al., 1995). Hierzu wird ein trockenes
Lipidreservoir auf einer Oberflache aufgebracht, das bei Zugabe von Wasser in ein
flussigkristallines Lipidschichtsystem quillt. Existiert eine attraktive Wechselwirkung
zwischen Membran und Substrat, benetzt eine einzelne Lipiddoppelschicht die Oberflache.
Die Membran befindet sich vollig in wasseriger Losung und ist vom Substrat durch einen
dunnen Wasserfilm getrennt (vergleiche Abbildung 2.2).

Nicht nur die Beschichtung einer Festkorperoberflaiche mit Membranen stellt ein
Benetzungsphdnomen dar, sondern viele praktische Prozesse erfordern das Benetzen eines
Festkorpers mit einer Flussigkeit. Die Flussigkeit kann z.B. Farbe, Schmierflussigkeit oder
Pestizid sein, wahrend der Festkorper im einfachsten Fall eine glatte Oberflache ist, aber auch
strukturiert sein kann. Prominentes Beispiel hierfur ist die Gewinnung von Erdol aus porosen
Stein durch die Verdrangung von Wasser.

Eine Schlusselrolle in allen Benetzungsphianomenen spielen die freien Energien der

beteiligten Grenzflachen.
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Abbildung 2.2 Schematische Darstellung einer Membran, die von einem fliissigkristallinen
Lipidreservoir ausgehend eine Oberfliche benetzt. Die Membran bewegt sich mit der Geschwindigkeit
v(t) und ist durch eine diinne Wasserschicht vom Substrat getrennt.

So ist die treibende Kraft fur einen Benetzungsprozess der Gewinn an freier Energie durch die
Bedeckung der Oberflache mit dem Flussigkeitsfilm. Aquivalent hierzu wird das Spreiten der
Membran durch die Adhdsionsenergie zwischen Lipiddoppelschicht und Substrat getrieben.
Im Gegensatz zu klassischen Benetzungsphianomenen einfacher Flussigkeiten existiert jedoch
keine Dreiphasengrenzflache fest-flussig-gasformig und die Membran hat eine intrinsische
Dicke. Der Gewinn an freier Energie durch die Benetzung wird in Reibung dissipiiert. Da fur
die Zeitabhangigkeit der Benetzungsgeschwindigkeit experimentell ein Gesetz der Form
v(t) ~t"? gefunden wurde (Riadler et al., 1995), kann auf einen Reibungsmechanismus
proportional zur Lange 1 der bedeckten Flache geschlossen werden, wie von Washburn in der
Benetzung von Kapillaren gefunden wurde (Washburn, 1921).

In dieser Arbeit soll die Benetzung fluider Phospholipidmembranen auf hydrophilen
Festkorperoberflachen als globales Transportphanomen verstanden werden. Von besonderem
Interesse ist hierbei der Dissipationsmechanismus, der die Dynamik der Membran bestimmt.
Ist der Dissipationsmechanismus bekannt, gewdhren Messungen der Spreitkinetik Zugang zur
Adhiésionsenergie zwischen Membran und Substrat. Die zeitliche Entwicklung deformierter
Membranfronten hingegen sollen mit theoretischen Konzepten des lokalen
Grenzflachenwachstums beschrieben werden. Benetzungsexperimente auf polyelektrolyt-
beschichteten Festkorperoberflachen sollen die Frage klaren, ob diese Oberflachen uberhaupt
von Membranen benetzt werden und wie das Polyelektrolytkissen die Kinetik beeinflusst. Da
in der Biosensorik immer mehr Kunststoffe zum Einsatz kommen, ist dartiber hinaus die

Lipidbeschichtung von Kunststoffen von Interesse.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Lipide und Fluoreszenzmarker

In dieser Arbeit wurden folgende Lipide verwendet, deren chemische Strukturformeln in

Abbildung 3.1 dargestellt sind:

DMPC 1,2-Dimyristol-sn-Glycero-3-Phosphocholin
DMTAP 1,2-Dimyristoyl-3-Trimethylammonium-Propan
DOPC 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3- Phosphocholin
DOTAP 1,2-Dioleoyl -3-Trimethylammonium-Propan
DOPS 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-L-Serine]

Die Ketten der ersten beiden Lipide, DMPC und DMTAP, sind hierbei gesattigt und bestehen
aus 14 C-Atomen. Die Kopfgruppen unterscheiden sich jedoch stark. So tragt DMTAP eine
positive Ladung, wéahrend die zwitterionische Kopfgruppe des DMPC neutral ist.

Die Ketten der anderen drei Lipide bestehen aus 18 C-Atomen mit einer Doppelbindung in
einer Kette. Die Kopfgruppe des DOPC ist hierbei wieder ladungsneutral, die des DOPS tragt
negative Ladung und das DOTAP ist kationisch. Alle in dieser Arbeit verwendeten Lipide
wurden von Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL) vollsynthetisch hergestellt und bezogen.
Zur Visualisierung der Lipidmembran mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden die Lipide mit
einem geringen Prozentsatz fluoreszenzmarkierter Lipide oder Alkylketten versetzt, die in
Abbildung 3.1 im Detail abgebildet sind. Von den Farbstoffen Texas Red-DHPE, BODIPY
C5-HPC und BODIPY C11 wurden jeweils 0.2 mol% und von NBD C12-HPC 1 mol%
zugegeben. Je nach Art und Position des Farbstoffmolekiils konnen sich Eigenschaften und
Verhalten des Sondenmolekills von dem der umgebenden Lipidmatrix unterscheiden. Alle

Fluoreszenzmarker wurden von MoBiTec (Gottingen, Deutschland) bezogen.

10
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Abbildung 3.1 Links: Strukturformeln der Lipide unter Angabe des Molekulargewichtes. Rechts:
Strukturformeln der verwendeten Farbstoffmolekiile. In Klammern stehen Wellenldnge von Emission

und Absorption in nm.

3.2. Reinigungsmethoden

Substrate, Kammern und Gefaf3e, die direkt mit Probenmaterial in Kontakt kommen, wurden

folgender Reinigungsmethode unterzogen:

(1) je zweimal 30 Minuten ultrabeschallen in 2%-iger Losung des Kuvettenreinigers

Hellmanex in zweifach entionisiertem Wasser der Firma Millipore (MQ) dann zehnmal

spulen mit MQ.

(2) je zweimal 30 Minuten ultrabeschallen mit MQ ,dann zehnmal spuilen mit MQ.

(3) Trocknen in einem 70°C heillen Ofen.

11
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3.3. Techniken

3.3.1. Fluoreszenzmikroskopie, Bildaufnahme und -verarbeitung

Als zentrale Technik zur Abbildung der Membran wird in dieser Arbeit die
Fluoreszenzmikroskopie angewendet. Hierfur werden Farbstoffmolekiile als Sonde eingesetzt,
die auf Grund ihrer chemischen Struktur in der Lage sind, elektromagnetische Strahlung im
sichtbaren Bereich zu absorbieren und diese Energie als rotverschobenes Licht zu emittieren.
Filtert man dieses Licht aus, erhédlt man ein Bild der Probe, das ungestort von reflektiertem
oder gestreutem Licht ist.

Alle Messungen werden mit einem invertiertem Mikroskop (Axiovert 135 TV) durchgefuhrt,
mit einer regulierbaren Quecksilberdampflampe (HBO 300) als Lichtquelle. Das Mikroskop
und alle im folgenden beschriebenen optischen Elemente werden von Zeiss (Jena,
Deutschland) hergestellt. Das Mikroskop ist mit zwei verschiedenen Filtersatzen ausgestattet,
wobei der eine im Wellenlangenbereich 530 - 585 nm Licht zur Anregung transmittiert und
emittiertes Licht durch einen Langpassfilter ab 615 nm ausfiltert (FT 00). Der andere
Filtersatz sondert anregendes Licht im Wellenldngenbereich 450 - 490 nm und emittiertes
Licht im Bereich 515 - 565 nm aus (FT10). In dieser Arbeit wurden folgende Objektive
verwendet: ein 10x Plan Neofluar (N.A. 0.3), ein 40x Plan Neofluar (N.A. 0.75) und ein 32x
LD Achroplan (N.A. 0.4).

Bilder der Probe wurden mit dem MicroMAX Bildverarbeitungssystem der Firma Princeton
Instruments (Trenton, USA) aufgenommen. Dieses System besteht aus einer digitalen CCD-
Kamera (1300x1030 Pixel), deren Bilder uiber eine Kontrolleinheit entweder direkt an den
Computer geleitet oder auf Video aufgezeichnet werden konnen. Das System wird uiber das
Bildverarbeitungsprogramm IPLab von Signal Analytics Corporation (Wien, Osterreich)
gesteuert, das spater auch zur Bildanalyse beniitzt werden kann.

Bilddaten auf Videoband konnen uber eine Scionframegrabber-Karte entweder als
Einzelbilder oder als Bildsequenz mit festem zeitlichen Abstand digitalisiert werden. Die
Karte wird hierbei tiber das Bildverarbeitungsprogramm NIH-Image (NIH, Washington,
USA) gesteuert.

12
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Probe
| —

Objekttisch

Shutter

HBO 300

Kamera

Abbildung 3.2 Schematische Darstellung eines invertierten Fluoreszenzmikroskopes.

3.3.2. Zwei Methoden zur Messung der Eigendiffusion von Molekulen in

planaren Systemen

Die Doppellipidschicht der Zellwand bietet den Transmembranproteinen in der Natur eine
flussigkristalline Matrix, in der sie sich ungehindert bewegen und verschiedene
Konformationen einnehmen konnen (Alberts et al., 1983). Die laterale Bewegung der Proteine
innerhalb der Membran ist eine unabdingbare Vorraussetzung fur viele Prozesse, die an der
Membran stattfinden, da nur so verschiedenen Proteine zusammen wirken konnen. Damit eine
festkorpergestiitzte Membran als planares Modellsysteme der Zellwand dienen kann, muss sie
unter anderem diese Eigenschaft erfullen. Im Folgenden sollen nun zwei Techniken

vorgestellt werden, die es erlauben, die laterale Eigendiffusion der Lipidmolekille zu messen.

13
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3.3.2.1. Fluoreszenzerholung nach Fotobleichen (FRAP)

Bei dieser Methode nach Axelrod (Axelrod et al., 1976) werden die fluoreszenzaktiven
Molekiile innerhalb des Bereiches einer Lochblende durch einen intensiven Laserpuls mit der
Anregungswellenlange des verwendeten Farbstoffes gebleicht. Anschlieend wird die mittlere
Fluoreszenzerholung in diesem Bereich auf Grund der lateralen Diffusion der
fluoreszenzaktiven Molekiille mit einem Fotomultiplier detektiert. Wesentlich hierbei ist, dass
die Abfrageintensitat des Laserstrahls um einige Groflenordnungen kleiner ist, als die
Bleichintensitit und somit davon ausgegangen werden kann, dass Bleichen wiahrend der
Beobachtung der Fluoreszenzerholung zu vernachléssigen ist. Eine genaue Beschreibung des
verwendeten Aufbaus lasst sich bei M. Kuihner finden (Kuihner, 1992), (Kithner et al., 1994).

Diffusion wird theoretisch beschrieben durch das Ficksche Gesetz:

C _p-vec,
ot

Gin. 3.1
wobei C die Konzentration der ungebleichten Molekille und D ihre Diffusionskonstante ist.
Mit R, als Radius der Lochblende lasst sich die Fluoreszenzintensitat F(t) schreiben als:

Rp

F(t) & [2ar- C(r.1)dr.

Gin. 3.2
Unter folgenden Annahmen und Randbedingungen lésst sich eine analytische Losung des

Problems finden:

(1) Zum Zeitpunkt t=0 werden mit einem unendlich kurzen Laserpuls alle
fluoreszenzaktiven Molekile im Bereich der Lochblende gebleicht:

C(r,t=0)=0.
(2) Hierbei entsteht zum Zeitpunkt t = 0 ein scharfes Rechteckprofil:

Cinnen,r < RP
C(r,t=0)={c r>R}'
P

(3) Die Ausdehnung der Flache ist unendlich und es gilt:
C(e,t) = C,.
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Fur diesen Fall lasst sich eine analytische Losung des Problems finden (Soumpasis, 1983):

ot ()]

Gin. 3.3
wobei [, und I, sphdrische Besselfunktionen erster und zweiter Ordnung, F(t) die
Fluoreszenzrate integriert uber den Bleichfleck zum Zeitpunkt t und © die Zeitkonstante der
Fluoreszenzerhohlung und sind. Die Diffusionskonstante ldsst sich nach dieser Losung

schreiben als:

Gin. 34
Ein Mal} fur den Prozentsatz der Molekule, die sich lateral frei bewegen konnen, stellt die

relative Fluoreszenzerhohlung R, dar:

rel

_ F@®)-F©O)
T F(t <0) = F(0)’

Gin. 3.5

wobei F(t<0) die Fluoreszenzintensitat vor dem Bleichen ist.

3.3.2.2. Kontinuierliches Bleichen

Wihrend fur FRAP-Messungen ein spezieller Aufbau benotigt wird, soll hier eine Methode
vorgestellt werden, die die Messung der Diffusionskonstante mittels eines handelsuiblichen
Fluoreszenzmikroskopes erlaubt (Dietrich et al., 1997). Auch bei dieser Technik wird ein
definierter Bereich der Probe, wie er z.B. durch eine Schlitzblende vorgegeben wird, mit der
Anregungswellenldnge der eingebauten Farbstoffmolekiille beleuchtet. Der wesentliche
Unterschied zur FRAP-Technik besteht in der Intensitat der Beleuchtungsquelle. Diese ist im
Falle einer Quecksilberdampflampe wesentlich geringer und kann somit nicht in Bleich- und
Abfragebereich geteilt werden. Deshalb ist eine theoretische Beschreibung wie in 1.2.2.1
nicht moglich. Man analysiert statt dessen das Intensitatsprofil, das sich mit der Zeit an den
Réandern der Blende durch das Zusammenspiel aus Fotobleichen und diffusiver Bewegung

ergibt. Solche Intensitatsprofile sind in Abbildung 3.3 b) zu sehen.
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Erweitert man die Diffusionsgleichung um einen Term, der Fotobleichen beinhaltet, I4sst sich

das zeitliche Verhalten der Konzentration von Farbstoffmolekiile C(x,y) beschreiben mit:

dC(x,y)

i D-V’C(x,y) - B(x,y)- C(x,y),

Gin. 3.6

wobei D die Diffusionskonstante und B(x,y) die Bleichrate des Farbstoffes ist. Im einfachsten
Fall lasst sich Fotobleichen als stochastischer Zerfallsprozess mit einer einzigen Zerfallsrate
B, beschreiben. Dies ist jedoch abhdngig von der Natur des verwendeten Farbstoffes und
muss individuell uberpruft werden. Falls z.B. chemische Prozesse zur Regeneration der
Fluoreszenz fuhren konnen oder es verschiedene Moglichkeiten gibt, die zur Zerstorung der
Fluoreszenzintensitat fuhren, ist diese Annahme nicht mehr erfullt.

Unter der Annahme einer beleuchteten Halbebene und einer konstanten Zerfallsrate B, lasst

sich fur groBe Zeiten eine Naherung fur die Konzentration C, (X,y) innerhalb des

app

beleuchteten Bereiches angeben:

C (x,)=A(t)-e * +e B mit A=

app

X o ) 2
0

Gin. 3.7
Es entsteht somit ein exponentiell abfallendes Profil mit Abklinglange A, wie in Abbildung
3.3 c¢) dargestelltAus dieser Lange lasst sich bei Kenntnis der Bleichrate B, die
Diffusionskonstante D bestimmen.
Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Bleichexperiment wurden mit der Gesichtsfeldblende des
Mikroskopes durchgefuhrt. Der durch die Gesichtsfeldblende begrenzte Bereich wurde mit
maximal moglicher Intensitit beleuchtet. Wahrend des Bleichens wurden in dquidistanten
Zeitabstanden Fluoreszenzaufnahmen gemacht, aus denen durch Mittelung uber einen
horizontalen Bereich Intensititsprofile bestimmt werden konnen. Durch die Anpassung eines
exponentiellen Gesetztes an die Profile lasst sich die Abklinglange A bestimmen. Aus dem
zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzintensitat in der Mitte der Gesichtsfeldblende kann durch
Anpassen einer exponentiellen Funktion die Bleichrate B, ermittelt werden, wie in Abbildung

3.3d) gezeigt.
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Abbildung 3.3 a) Fluoreszenzbild einer gebleichten Stelle in der Membran. Am Rand der Blende bildet
sich eine koronaartige Fluoreszenzintensitdt aus, da ungebleichter Farbstoff nachdiffundiert. b)
Zeitsequenz von Intensitdtsprofilen einer beleuchteten Stelle in der fluoreszenzmarkierten Membran.
¢) An das Intensitdtsprofil ldsst sich ein exponentiellen Verlauf der Abklinglinge A = D/B, anpassen.

d) Der zeitliche Verlauf der Intensitdt in der Blendenmitte folgt ebenfalls einem exponentiellen Gesetz,
aus dem sich die Bleichrate B, ldsst.

Hierbei wird die Annahme gemacht, dass die Blendenoffnung grof8 genug ist, um Diffusion
der Molekile durch den gesamten beleuchtet Bereich im Verlauf der Messung ausschlieen
zu konnen. Diese Naherung ist sicher recht grob, da A in der GroBBenordnung des beleuchteten
Bereiches liegt. Hieraus resultieren zu kleine Bleichraten und damit zu grofle
Diffusionskonstanten. Der Fehler, der sich daraus ergibt, ist systematisch und fur jede
Messung gleich. Damit sind Aussagen uiber die Abhidngigkeit der Diffusionskonstanten von

auBeren Parametern, wie der Pufferkonzentration weitestgehend unbeeinfluft.
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3.3.3. Rontgenreflektometrie

Spekuldre Rontgenreflektometrie ist eine Standardmethode zur Analyse der strukturellen
Eigenschaften dinner Filme (Russell, 1990), (Tolan, 1999), wie z.B. Polymerfilme oder
substratgestiitzte Membranen. Diese Methode ist sondenfrei und erlaubt eine Rekonstruktion
des Elektronendichteprofils mit bis zu atomarer Genauigkeit. Sie wird in dieser Arbeit dazu
verwendet, substratgestiitzte Membranen zu untersuchen, die mittels Spreiten préapariert

wurden.

3.3.3.1. Theorie der spekularen Rontgenreflektometrie

Einfallende Rontgenstrahlen der Wellenlange A werden an den Elektronen des
Probenmaterials mit Elektronendichte p, gestreut und gemal dem Brechungsindex n des
Materials gebrochen oder reflektiert. Mit dem klassischen Elektronenradius r, und dem
Massenabsorptionsfaktor y ist der Brechungsindex n gegeben durch:

)\’zpelro

nel-8+if mit o=2Pav g pott
27 4

Gin. 3.8

wobei & den Dispersions- und 3 den Absorptionsanteil darstellen. Da der Absolutwert des
Brechungsindexes fur Rontgenstrahlen etwas kleiner als eins ist, tritt fur Einfallswinkel

kleiner als der kritische Winkel o, Totalreflexion auf. Im Fall vernachldssigbarer Absorption

gilt die Naherung:
a, = \%
Gin. 3.9
Fir groBere Winkel wird ein einfallender Strahl mit Wellenvektor k.:
k, = z—n-sin(ai)-éi
A
Glin. 3.10
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qZE

Abbildung 3.4 Schematische Darstellung der Reflexion eines Strahles an einer ideal glatten
Grenzfliche. k; und k, sind die Wellenvektoren des einfallenden und des reflektierten Strahles, o; und

a, die entsprechenden Winkel. q, ist die Komponente des Impulsiibertrages senkrecht zur Oberfldche.

gemaf der geometrischen Optik (o, = a,) reflektiert. Der Impulsuibertrag g ist als Differenz

zwischen einfallendem und ausfallendem Wellenvektor definiert:

Gin. 3.11
Die Fresnel-Reflektivitat Ry einer ideal glatten Grenzflache zwischen zwei Medien lasst sich
aus den Maxwell-Gleichungen unter der Berucksichtigung der Stetigkeitsbedingungen von

elektrischen und magnetischen Feldern berechnen:

;22

Roq)= 5" mit g =i -,

qZ + qZ
Gln. 3.12

wobei ¢ der Impulsubertrag im Medium und g, der Impulsiibertrag am kritischen Winkel
a bezeichnet.

Auch die Reflexion an mehreren Schichten kann unter der Vorraussetzung ideal glatter
Grenzflachen sukzessive durch diesen optischen Formalismus gelost und die gemessenen

Reflektivitaten konnen aus den Elektronendichten der Medien analytisch berechnet werden.
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Dieser Ansatz ist nicht mehr gultig fur Proben mit kontinuierlichen Elektronendichte-
verteilungen p,,, wie im Fall dunner Filmen aus weicher Materie.

In kinematischer Néherung(«; >> a,) werden Mehrfachstreuungen vernachlassigt und die
Reflektivitat lasst sich bei Kenntnis der mittleren Elektonendichte im Volumen p, berechnen

nach:

2

Ba.) = Rela.) |- [0 expl-ia )i

Gin. 3.13
In dieser Naherung ist das Verhaltnis aus gemessener Reflektivitiat R zu idealer Reflektivitat
Ry, die quadratische Fouriertransformierte des normierten Dichtegradienten in der Probe.
Mit Hilfe dieses Ansatzes ldsst sich ein Ausdruck fur die Reflektivitit einer rauen Oberflache
angeben. Unter der Annahme eines Gauss-formigen Dichteprofils an der Grenzflache mit o

als Standardabweichung vom Mittelwert, gilt fur die Reflektivitat:

R(q.) = Ri(q.)-exp(~q’0” ).
Gin. 3.14

3.3.3.2. Anpassung der gemessenen Reflektivitaten und Rekonstitution des
Elektronendichteprofils

Die gemessenen Reflektivititen einer Einzelmembran wurden mit einem Algorithmus

angepasst, der ursprunglich fur orientierte Membranstapel entwickelt wurde (Salditt, 2000),

(Vogel, 2000). Die Ableitung soll im Folgenden kurz dargestellt werden und ist im Detail zu

finden bei Vogel (Vogel, 2000).

Sei d der Abstand zwischen Substrat und der Oberkante der Membran. Um die

Elektronendichte p,(z) des Wasser/Lipid/Wasser-Systems als symmetrische Funktion

annehmen zu konnen, wird die gesamte Dicke d aufgeteilt, wie in Abbildung 3.5 dargestellt.
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dw/2 A Aw/2

o

z

Abbildung 3.5 Elektronendichteprofil einer Membran auf einem Substrat in Kontakt mit Exzefwasser.

Der effektive Formfaktor f(g.) der Membran lasst sich wie folgt definieren (Sinha et al.,

1988):

1) = [P expl-ig ).

Gin. 3.15
und es folgt damit nach Gln. 3.13 fur die Reflektivitit:
2
2
R=R,-|— ‘f(qz) .
Glin. 3.16
Der Dichtegradienten lasst sich damit darstellen als:
Ipy(z
= [./— -explig,z)dgq,,
9z f \R p )
Gin. 3.17

und durch Integration nach z erhilt man hieraus p,(z).

21



3. Materialien und Methoden

Setzt man /R/R, = \/Tn , q, =2nm/d und stellt das Integral als Reihe reeller Terme dar, so

folgt:

u d e (211.7'[ \
pmem(z) = ;%'\” nvn COS\TZ} ’

Gin. 3.18
wobei v, die Phase des Formfaktors und M die Anzahl der Maxima der gemessenen Kurve
bezeichnet. Da die Elektronendichte eine symmetrische Funktion ist, muss die Phase des

Formfaktors reell sein und es gilt: v, ==+1.

Die gemessenen Reflektivititen wurden mit folgendem Ausdruck angepasst (Salditt, 2000):

R(qz) = (1 - .X) ’ Rsub(qz) X Rmem(qz)
mit

1, SP

_Eusuqu

Rsub(qz) = RF,sub ’ psub e

und

Rmem(qZ) - RF"””” ' (p”zo - p”‘b) .6_5 " + (pmem - pHZO) - 4 Apmem 'f(qz) - g

Glin. 3.19

wobei die einzelnen Parameter wie folgt definiert sind:

Ryp: Beitrag des Substrates zur Reflektivitat

R em: Beitrag der Membran zur Reflektivitat

R g Fresnelreflektivitat des Substrates

R mem: Fresnelreflektivitait der Membran

f(q,): Formfaktor der Membran

X: Anteil der bedeckten Flache

[ mittlere Elektronendichte des Substrates
Proo: mittlere Elektronendichte des Wassers
Pumem: mittlere Elektronendichte des Lipids

AP e Amplitude der Elektronendichte des Lipids
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o mittlere Rauigkeit des Substrates

sub:

dy. Dicke der Wasserschicht zwischen Membran und Substrat

Die Probe wird hierbei als ein Wasser/Lipid/Wasser-System mit kontinuierlicher
Elektronendichte auf einem "halbunendlichen" Siliziumsubstrat betrachtet. Dies bedeutet,
dass das Signal von der Unterseite des Siliziumsubstrates vernachlédssigt werden kann. Da das
Substrat daruber hinaus vollig andere Materialeigenschaften hat, wird es als separater Beitrag
behandelt.

Da nicht gewihrleistet ist, dass die ganze Oberflache mit Lipid bedeckt ist, wird in einen
bedeckten Anteil X und einen unbedeckten Anteil (1-x) unterschieden und die Reflektivitat in
zwei entsprechend gewichtete Teile aufgeteilt. R, enthélt hierbei die Intensitat, die direkt
von unbedeckten Teilen der Oberfliache reflektiert wird, wobei die Rauigkeit der Oberfliache

nach Gln. 3.14 durch einen exponentiellen Faktor beruicksichtigt wird und o, die mittlere

sub
Rauigkeit des Substrates bezeichnet. Der Anteil x der Probe, die mit Membran bedeckt ist in
drei Terme aufgeteilt, deren Summe als R ., bezeichnet wird. Der erste Term beschreibt die

Grenzflache Wasser-Substrat, die durch einen konstanten Sprung in der Elektronendichte

Psu — Pu,o gekennzeichnet ist, wobei wiederum die Rauigkeit des Substrates nach Gln. 3.14

durch einen exponentiellen Faktor beruicksichtigt wird. Der zweite Term stellt den
Phasenfaktor fur den Weg zwischen Substrat und Membran dar, wobei die Grenzflache durch

die Differenz der mittleren Elektronendichten p,,,, — 0, , gekennzeichnet ist. Der letzte Term

schlieBlich gibt den Beitrag des Schichtsystems Wasser/Lipid/Wasser wieder, das durch eine
kontinuierliche Elektronendichte modelliert wird, die in den Formfaktor f(q,) eingeht. Der
Formfaktor kann in eine Fourierreihe zerlegt werden, deren Koeffizienten in der Anpasung
bestimmt werden. Daraus kann dann das Elektronendichteprofil nach Gln. 3.18 rekonstruiert

werden.

3.3.3.3. MeBgeometrie am Strahlrohr D4 des Hasylab/DESY

Fur die Messungen am Strahlrohr D4 des Hasylab/DESY wird eine wasserdichte
Probenkammer mit Strahlfenstern aus Kapton verwendet. Zuleitungsstutzen erlauben es, den
Puffer in der Probenumgebung in situ zu verandern. Die Temperatur der Probe kann durch
eine Temperierkammer, die die Probenkammer umschlieB3t, geregelt werden. Proben- und

Temperierkammer sind im Detail beschrieben bei Vogel (Vogel, 2000)
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Blenden

Spiegel Probe Detektor

Monochromator

Abbildung 3.6 Messplatz D4 am Hasylab / DESY

In Abbildung 3.6 ist die Geometrie am Ablenkmagnet-Messplatz D4 dargestellt. Der
Rontgenstrahl wird durch einen Goldspiegel auf einen Si<111> Kristall geleitet, der den
Strahl monochromatisiert. In diesem Fall wird mit einer Strahlenergie von 20 keV gemessen,
was einer Wellenlange von A = 0.62 A entspricht. Der durch ein Blendensystem gebundelte
Strahl trifft anschliessend auf die vertikal ausgerichtete Probe und passiert dann
Gesichtsfeldblende und Detektorblende, bevor er in den Nal Szintillationszahler
(Punktdetektor) gelangt. Bei einer Strahlhohe von 100 ym ergibt sich die Auflosung zu
Ag,=2.9 10" A.

3.3.4. Laterale Strukturierung von Festkorperoberflachen auf

Mikrometerskala

3.3.4.1. Fotolithographisches Verfahren
Gitteranordnungen kreisformiger Aluminiumscheiben mit einem mittleren Durchmesser von
7 uym deren Abstand 90 pm in vertikaler und 25 ym in horizontaler Richtung betragen wurden

uber ein fotolithographisches Verfahren in folgenden Schritten auf Deckglédser aufgebracht:

(1) Mit einer Lackschleuder wird durch Drehen mit 4000 U/min wahrend 40 sec eine Schicht
Fotolack aufgetragen.

(2) 30 min Ausharten des Lackes bei 90°C.

(3) 30 sec Belichten der Probe durch eine Kronglasmaske mit der gewiinschten Struktur.

(4) 30 sec Entwickeln

(5) Spulen der Probe mit Millipore um Entwicklerreste zu entfernen.
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Auf dem Substrat befindet sich jetzt das inverse Abbild des gewiinschten Musters aus
Fotolack. Die Probe kann nun durch Widerstandsverdampfen in einer Vakuumanlage mit
einer 10 nm dicken Aluminiumschicht versehen werden. An Luft bildet sich Aluminiumoxid.
Die Fotolackstrukturen unter dem Aluminiumoxid kdénnen durch Spulen mit Azeton entfernt
werden und das Glassubstrat kommt an diesen Stellen zum Vorschein (lift-off Verfahren). In
Anschluss werden die Substrate in Azeton und Millipore gespult und 20 min mit UV-Licht
bestrahlt.

3.3.4.2. Die Entnetzung von Polymerfilmen als strukturbildender Prozess

Die Strukturierung von Substraten mit stochastisch verteilten Aluminiumscheiben wird mit
Hilfe eines entnetzenden Polymerfilmes nach Jacobs (Jacobs et al., 1998) realisiert. Hierbei
wird Polystyrol aus einer Toluollosung mit einer Lackschleuder auf ein silanisiertes Substrat
aufgetragen. Der entstandene Polymerfilm ist bei Zimmertemperatur homogen in der
Glasphase und entnetzt bei Heizen uber die Glastemperatur, wodurch sich Locher ausbilden.
Die Dichte der Locher kann uber duBere Parameter wie Dauer und Temperatur des
Heizvorganges gesteuert werden, wihrend der Durchmesser der Locher konstant bei 8.4 ym
liegt. Auf einen solchen Polymerfilm kann nun Aluminium aufgedampft werden, das die
Locher fullt. Die gewunschte Struktur entsteht, wenn der Polymerfilm mit Toluol entfernt
wird. Vor Durchfihrung des Experimentes wird das Substrat in Toluol und Millipore gespult

und 20 min mit UV-Licht bestrahlt.

3.3.5. Die Lipidbeschichtung von Oberflachen mit Vesikelfusion

Eine weit verbreitete Methode zur Préaparation einer Lipiddoppelschicht ist die Vesikelfusion
(Kalb et al., 1992). Hierbei werden kleine einschalige Vesikel in wiassriger Losung verwendet,
die auf Grund von kolloidalen Wechselwirkungen auf der Oberflache adhirieren und
aufplatzen. Im letzten Schritt spreiten die Lipidflecken auf der Oberflache und heilen zu einer

geschlossenen Schicht aus (Radler et al., 1995).
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Adhéasion Reissen Fusion

Linienspannung

N\

Abbildung 3.7 Die Vesikelfusion lduft in drei fundamentalen Schritten ab: Links: Anndherung und
Adhdsion der Vesikel auf der Oberfliche auf Grund kolloidaler Wechselwirkungen. Mitte: Reifsen der
gespannten Vesikel. Rechts: Fusion der Vesikelflecken zu einer homogenen Lipiddoppelschicht.

Die in dieser Arbeit verwendeten Vesikel wurden wie folgt prapariert:

(1) die benotigte Menge Lipid wird mit einer Glasspritze aus einer Stammlosung in
Chloroform (c = 10 mg/ml) in ein Glasflaschchen abgemessen und mit Stickstoff
trockengeblasen. Reste des Losungsmittels werden durch Lagerung uiber mindestens vier
Stunden in Vakuum entfernt.

(2) das trockene Lipid wird mit dem jeweiligen Puffer zu einer Losung der Konzentration 1
mg/ml angesetzt und mindestens vier Stunden bei 40°C gequollen.

(3) die Lipidlosung wird einige Minuten beschallt, bis sie klar erscheint.

Eine frisch beschallte Vesikellosung wird nun auf das Substrat gegeben, so dass sich 100 ug
Lipid in der Losung befinden, aber die Oberflache ganz mit Flussigkeit bedeckt ist. Die Probe
wird uber Nacht inkubiert und dann stark gespult. Dies erfordert die Verwendung einer
Kammer, in der das Substrat weder durch Verdunstung noch beim Spiilen trocken werden

kann.

3.3.6. Durchfuhrung eines Spreitexperimentes

Prinzipiell wird ein Spreitexperiment durchgefuhrt, indem trockenes Lipid als Materialquelle
auf ein Substrat aufgebracht und dann Wasser hinzugegeben wird. Das Lipid in der Quelle
quillt unter Wasser in multilammellare Schichtstrukturen, deren untere Doppellage im Falle
von Umgebungstemperaturen oberhalb des Phaseniiberganges kristallin-flussig die
Festkorperoberflache benetzt. In dieser Arbeit wurde von Anfang an entsprechend

temperiertes Wasser hinzugegeben. Falls nicht anders angegeben handelte es sich hierbei um
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MQ. Somit wird durch den Zeitpunkt der Wasserzugabe der Startpunkt des Experimentes
festgelegt.

An das Reservoir werden zwei Bedingungen gestellt. Zum einen sollte es eine gerade Kante
haben, da dann die Benetzungsfront eine gerade Linie mit konstanter Lange wahrend des
gesamten Experimentes ist. Dies ist eine wesentliche Annahme der Auswertung (siehe Kapitel
4.1.3). Aullerdem muBl es genugend Material enthalten, um ein Stoppen des
Benetzungsvorganges aus Materialmangel zu vermeiden. Ein solches Reservoir wird durch
eine Art Stempeltechnik erzielt. Als Stempel dient ein Teflonquader auf dessen Kante Lipid
aus einer Chloroformlosung (¢ = 2 mg/ml) eingetrocknet wird. Um Losungsmitteleffekte
auszuschlieBen, trocknet der Stempel mindestens vier Stunden in Vakuum. Von der
Teflonkante lasst sich das trockene Lipid in einer geraden Linie auf das Substrat uibertragen.
Da die Kinetik des Benetzungsvorganges temperaturabhiangig ist, wurden die Messungen in
einer Kammer mit Temperaturkontrolle durchgefuhrt.

In dieser Arbeit wurden Spreitexperimente durchgefiihrt, um das Benetzungsphianomen zu
untersuchen. Es kann aber auch als Methode zur Prédparation einer festkorpergestutzten

Membran verwendet werden.
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4, Benetzung von Festkorperoberflachen mit Membranen

4.1. Kinetik der Benetzung: Theoretische Aspekte

4.1.1. Spreiten als Benetzungsphanomen

Benetzungsphanomene sind vielfach untersucht worden, wie z.B. in den Arbeiten von de
Gennes (de Gennes, 1985) oder Leger und Joanny (Leger und Joanny, 1992). Im einfachsten
Fall wird eine Flussigkeit betrachtet, die sich auf einer glatten Oberfliche befindet. Wie in
Abbildung 4.1 dargestellt, lassen sich zwei Félle des Kontaktwinkels ® unterscheiden:
©=0: Im Falle der vollstindige Benetzung bildet sich ein Film endlicher Dicke, die
durch molekulare Wechselwirkungen bestimmt ist.
©>0: es bildet sich ein Tropfen mit einem endlichen Kontaktwinkel und man spricht
von teilweiser Benetzung.
Die GroBe des Kontaktwinkels ist im Gleichgewichtsfall durch die Young-Gleichung
gegeben:

Yo =Vse =Yy €080, =0
Gin. 4.1

wobei y; die freien Energien pro Einheitsfliche an den Grenzen Festkorper-Gas (SV),

Festkorper-Flussigkeit (SL) und Flussigkeit-Gas (LV) darstellen.

a) 6>>0 b) 6>0 c) 6=0

< Yr
sy TsL S S S

Abbildung 4.1 Schematische Darstellung eines Tropfen im Gleichgewicht auf einer
Festkorperoberfliche. Der Kontaktwinkel © ist durch die Young-Gleichung mit den freien Energien
der Grenzflichen y; verbunden. a) und b) zeigen partielle Benetzung, wobei im Fall b) die Tendenz zur
Benetzung stdrker ist. c)stellt den Fall vollstindiger Benetzung dar.
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4. Benetzung von Festkorperoberflaichen mit Membranen

Im Spezialfall der kompletten Benetzung ist der Energiegewinn pro Flache bei der

Ausbildung des Filmes die Differenz:

S=Vs =Vs =V

Gin. 4.2
die den sogenannten Spreitparamter S definiert.
Die Terminologie eines klassischen Benetzungsexperimentes kann auf eine spreitende
Membran nur teilweise angewendet werden. So existiert keine definierte Kontaktlinie
zwischen den Phasen flussig, gasformig und fest, sondern die Membran ist zu jeder Zeit von
Wasser umgeben. AuBlerdem hat die Membran eine intrinsische Dicke d,,, und es gibt keinen
Kontaktwinkel ® im obigen Sinne. Es kann also nur experimentell unterschieden werden, ob
eine Membran eine bestimmte Oberflache benetzt, oder nicht. Im Falle einer Benetzung ist

der Gewinn an freier Energie pro Einheitsflache durch folgende Differenz gegeben:

S = FMS = Fuu
Gin. 4.3

wobei Fys die freien Energie zwischen einer Einzelmembran und dem Festkorper und F,,,,

die freie Energie der Membran im Lipidreservoir ist.

4.1.2. Die Membran im Wandpotential

In den meisten Fallen kann der Spreitparameter S mit der Adhédsionsenergie zwischen
Membran und Substrat gleichgesetzt werden. Als Adhasionsenergie W, bezeichnet man den
Energiegewinn pro Fliacheneinheit, der sich bei Anndherung der Membran aus dem

Unendlichen bis zum Gleichgewichtsabstand dy von der Oberfliche ergibt:

S=W,(d,)= [ Fun@)+ £+ £, ()

Gin. 44
Im allgemeinen tragen die Van der Waals Kraft f,,,, die elektrostatische Wechselwirkung f,,
und eine repulsive Wechselwirkung f,,, zu W, bei. Diese kolloidalen Wechselwirkungen
sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden. Detaillierte Ableitungen finden sich in

einschlagigen Fachbiichern (Israelachvili, 1991), (Adamson, 1976).
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4. Benetzung von Festkorperoberflaichen mit Membranen

4.1.2.1. Van der Waals Wechselwirkung

Van der Waals (VdW) Krifte sind intermolekulare Krifte, die auf induzierte oder permanente
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zuriickzufuhren sind. Einzelne Atome lassen sich
naherungsweise als Punktdipole beschreiben. Um jedoch die Wechselwirkung zwischen
makroskopischen Korpern zu berechnen, mussen die einzelnen molekularen Krafte nach
Hamaker summiert werden. Fur den planaren Fall einer Membran mit der Dicke d,, im

Abstand z vom Substrat, erhalt man als Kraft pro Flacheneinheit:

Gin. 4.5

Die Hamakerkonstante A, kann aus den dielektrischen Materialparametern der beteiligten
Medien berechnet werden (Mahanty und Ninham, 1976) und liegt in der Groenordnung von

1 10 J fur eine Membran auf einer Glasoberfliche.

4.1.2.2. Elektrostatik

Zwischen zwei Ebenen mit unterschiedliche Ladungsdichten o, und o0,, die durch eine
neutrale Salzlosung mit i verschiedenen lonenarten getrennt sind, wirkt nach Parsegian und

Gingell (Parsegian und Gingell, 1972) folgende elektrostatische Kraft pro Einheitsflache:

2 2 z -KpZ 1/2
1 o +0,+ olaz(e"” te "”7)

C Z2€2
- 5 mlt KD = E;O
€€, (e’("Z - e""ﬂ) ee kT

i

fel(Z) =

Gin. 4.6
wobei die Debyesche Abschirmlinge k,,’ von der Ionenkonzentration c¢; und der Valenz z; der
i Ionenarten abhiangt. Dieser Ansatz berucksichtigt nicht nur die reine elektrostatische
Wechselwirkung zwischen den Ladungen der Platten, sondern enthélt auch einen repulsiven
Anteil, der auf entropische Krafte zuriickzufuihren ist. So konnen sich z.B. entgegengesetzt
geladene Oberflachen abstoBen, wenn die Gegenionen der gesamte Ladung o, + 0, in einen

zu kleinen Bereich zwischen die nicht permeablen Platten gesperrt werden.
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4. Benetzung von Festkorperoberflaichen mit Membranen

Im Grenzfall o, = 0, reduziert sich Gln. 4.6 zu:

1 _
fez(Z) =~—00,°¢ ot
€g,
Gin. 4.7
wihrend fur o, << o, gilt:
1 2 -Kpz
fez(Z)z_'Gz e’
€g,
Gin. 4.8

Das Oberflachenpotential ¥ ist iiber die Graham-Gleichung mit den Oberflachenladungen
verbunden:
_— p
o = /8¢, eckT -sinh(e—\.
A \ 2T/
Gin. 4.9

4.1.2.3. Repulsive Krafte

Repulsive Krifte auf zwischenatomarer Skala entstehen durch den Uberlapp von
Elektronenwolken. Sie werden im allgemeinen als hard core Abstofflung oder Bornsche
Abstofung bezeichnet. Fur Ionen in wisserigen Losungen tritt analog AbstoBung auf, wenn
die Wolken ihrer Gegenionen uiberlappen. Diese Krafte sind im allgemeinen kurzreichweitig
und konnen z.B. mit einem exponentiellen Abfall oder einem Rechteckpotential empirisch
beschrieben werden (Israelachvili, 1991).

In Flussigkeiten fuhrt eine Ordnung der Flussigkeitsmolekiile, die durch eine bestimmte
Molekiillgeometrie hervorgerufen wird, zu AbstoBung. Insbesondere Festkorperoberflachen
konnen Ordnung in angrenzenden Flussigkeitsschichten induzieren. Im Spezialfall einer
wasserigen Losung werden diese Krifte Hydratationskrifte genannt. Diese abstands-
abhangigen Kriften sind bis heute theoretisch nur teilweise verstanden (Besseling, 1997). Im
Falle einer Glasoberflache ist es denkbar, dass funktionelle Gruppen auf der Oberfliche
Wasserstoffbriickenbindungen mit den angrenzenden Wassermolekiilen eingehen und so die
Wasserstruktur im Vergleich zum Volumen modifizieren (Israelachvili und Wennerstrom,
1996).Empirisch wurde ein exponentielles Gesetz fur die Abstandsabhédngigkeit der Hydrata-

tionskraft an hydrophilen Grenzflachen gefunden:
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4. Benetzung von Festkorperoberflaichen mit Membranen

fna@ = fye™",
Gin.4.10
wobei f,, die Kraft pro Flache ist. Parsegian et al. bestimmten die Werte & und f,

experimentell zu € = 0.26 nm und f, = 7.0 10* N/m* (Parsegian et al., 1979).

4.1.2.4. Gesamtes Wechselwirkungspotential

In Abbildung 4.2 ist das Wechselwirkungspotential einer eine neutralen Membran mit einer
Festkorperoberflache dargestellt, das aus einem repulsiven Anteil mit exponentiellem Verlauf
(Gln. 4.10) und einem attraktiven Van der Waals Potential (Gln. 4.5) besteht. Mit den hier
verwendeten Parametern A,; = 9.8 10°' J, d,, =43 A, £= 10 A und f, = 7.0 10* N/m?, liegt das
Minimum des Potentials bei S =5 10* J/m* und dy, = 5.5 A.

—— gesamtes Wechselwirkungspotential
----- repulsives Potential
--------- Van der Waals Potential

2x10°

]

2

Potential [J/m

! |
10 20 dyfA]

Abbildung 4.2 Das Wandpotential in Abhdngigkeit des Abstandes zwischen Membran und Substrat

berechnet nach Gln. 4.5 und Gln. 4.10 mit A, = 9.8 10%'J, d,, = 43 A, E=0.1 nm und
fo=7.010° N/m’.

41.3. Zeitabhangigkeit der Spreitkinetik, Bewegungsmodelle und
Dissipationsmechanismen

Die Ausbreitung einer Membran von einer Lipidquelle mit gerader Kante kann als

eindimensionales Problem behandelt werden. Im Folgenden sei L(t) der Abstand zwischen

32



4. Benetzung von Festkorperoberflichen mit Membranen

Reservoir und Spreitfront und x die Koordinate parallel zur Ausbreitungsrichtung (siehe

Abbildung 4.3).

Lipidquelle

\
'

o~ -

—
=

Abbildung 4.3 Fluoreszenzbild einer spreitenden Lipidmembran. Die Membran erscheint als
einheitlich helle Fldche mit gerader Grenzlinie auf dem dunklen Substrat. Im linken Teil des Bildes
sieht man zusdtzliche Lipidschlduche, die aus dem Reservoir hervorquellen.

Unter der Annahme, dass die treibende Kraft S isotrop und homogen uiber die ganze Lange

L(t) in einer Reibungskraft pro Flicheneinheit f,, =y -dL(r)/dt =y -v(t) dissipiert wird, gilt:

S=y-L(t)-v(),
Gin. 4.11
wobei y der Reibungskoeffizient und v(¢) =d/dt L(t) die Geschwindigkeit der
Benetzungsfront ist. Integration der Gleichung ergibt die Spreitgeschwindigkeit v(t) in

Abhiéngigkeit der Zeit:

Gin. 4.12

mit (3 als kinetischen Spreitkoeffizienten.
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4. Benetzung von Festkorperoberflaichen mit Membranen

Es soll nun auf drei mogliche Dissipationsmechanismen niher eingegangen werden. Diese
sind in Abbildung 4.4 schematisch dargestellt: (a) hydrodnamische Reibung (b) Reibung
zwischen den Ketten der Monolagen und (c) lateraler Scherflufl durch Defekten.

Im ersten Fall kann die Lipiddoppelschicht als feste Platte angesehen werden, die uiber eine
Wasserschicht der Dicke dy, mit der Geschwindigkeit v, gleitet. Der Reibungkoeffizient vy, ist

dann gegeben durch den hydrodynamischen Scherfluf} in der Wasserschicht mit Viskositat :

1
Vi d,

Gin. 4.13

Im Fall (b) gleitet die obere Lipidmonolage uiber die untere Monolage und bedeckt so das

Substrat.
a) b) C)
——‘: - ) d _:/,' _)) f
— . h =

Abbildung 4.4 Schematische Darstellung der drei diskutierten Dissipationsmechanismen. a) die
Membran gleitet auf einem diinnen Wasserfilm und Energie wird in hydrodynamische Reibung
dissipiiert. b) die Lipidmonolagen rollen iibereinander und Energie wird durch Reibung zwischen den
Alkylketten der Monolagen dissipiiert. ¢) Uber Scherfluf3 innerhalb der Lipiddoppellage induziert
durch Hindernisse auf der Oberfliche kann zusdtzlich Energie dissipiiert werden.

Die Dissipation findet in der Membran statt und kann durch einen viskosen

Reibungskoeffizienten b = £/v* beschrieben werden (Evans und Yeung, 1994), wobei X der

angelegter Scherflufl und v* der Geschwindigkeitsunterschied zwischen oberer und unterer

Monolage ist. Der Reibungskoeffizient y, ist dann gegeben durch:

Y, =2b mit b=£+
e

Gin. 4.14
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4. Benetzung von Festkorperoberflaichen mit Membranen

Die Prozesse (a) und (b) stellen Grenzfalle dar, die sich uberlagern konnen. Bei konstantem

ScherfluB3 addieren sich die beiden Geschwindigkeiten v(t) =v, +v, und der gesamte

Reibungskoeffizient y, ist gegeben durch die Relation:

1

Ve =E Y
Gin.4.15
Bei den Prozessen (a) und (b) handelt es sich um linearen Membranfluss.
Oberflachenrauigkeiten oder Defekte auf der Substratoberflaiche konnen jedoch Scherfluss
innerhalb der Membran verursachen, wie schematisch dargestellt in Abbildung 4.4 c). Solche
Defekte konnen als Zylinder mit Durchmesser a, angesehen werden, die durch die Membran
gezogen werden. Nach Saffmann und Delbriick (Saffmann und Delbruck, 1975) gilt fur ein

solches Teilchen :

Gin. 4.16
D, bezeichnet hier die Eigendiffusion und a; den Kopfgruppendurchmesser der Lipide ist. Die
Reibungskraft auf Grund von Scherfluss in der Membran addiert sich zu der Reibungskraft im

konstanten Flussfeld und es gilt fur den gesamten Reibungskoeffizienten:

yges = yx +)/p
Gin.4.17
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4. Benetzung von Festkorperoberflichen mit Membranen

4.2. Kinetik der Benetzung: Experimenteller Teil

4.2.1. Vorarbeiten

Die Geschwindigkeit einer Membran, die eine Oberflache benetzt, wird bestimmt, indem die
Position der Membranfront zu verschiedenen Zeitpunkten festgehalten wird. In Abbildung 4.5
sind typische Fluoreszenzaufnahmen einer neutralen Membran in MQ auf einer

Siliziumoberflache im Abstand einiger min zu sehen. In diesem Zeitraum legt die Membran

ca. 50 ym zurick.

Abbildung 4.5 Bilder einer fluoreszenzmarkierten DMPC-Membran in MQ (hell) auf einer
Siliziumoberfldche (dunkel) jeweils im zeitlichen Abstand einiger Minuten.

Die Spreitkinetik fluider Phospholipidmembranen wurde auf unterschiedlichen Oberflachen
gemessen. In Abbildung 4.5 sind die Geschwindigkeiten einer DMPC-Membran auf Glas,
Silizium, regenerierter Cellulose und Dextran als Funktion der Zeit logarithmisch dargestellt.

Unabhingig von der Oberflache folgen die Geschwindigkeiten v(t) Gesetzen der Form:

Gin.4.18
deren Anpassung an die gemessenen Daten die durchgezogenen Linien darstellen. Aus
Messungen der Spreitgeschwindigkeit in Abhéngigkeit von Temperatur und Lipidzusammen-
setzung wurden die kinetischen Spreitkoeffizienten bestimmt (Nissen, 1998). Es zeigt sich,
dass die Zeitabhangigkeit der Benetzungsgeschwindigkeit mit Gln. 4.18 beschrieben werden

kann. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Annahme, dass die Reibungskraft pro Flache
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4. Benetzung von Festkorperoberflaichen mit Membranen

proportional zur bedeckten Flache ist (Gln. 4.11). Der genaue Dissipationsmechanismus lasst

sich aus dieser Beobachtung jedoch nicht bestimmen.

W Glas
A Silizium

0 Dextran
® Cellulose

v(t) [um/sec]

0.1 1

10° 10° 10
t [sec]

Abbildung 4.6 Spreitgeschwindigkeit einer DMPC Membran auf unterschiedlichen hydrophilen
Substraten. Die aus dem angepassten t'”-Gesetz bestimmten kinetischen Spreitkoeffizienten f sind in
Tabelle 4.1 aufgefiihrt.

Die Dissipationsprozesse (a) und (b) (vergleiche Abbildung 4.4) stellen Grenzfille dar und
unterscheiden sich vor allem durch die Dicke der Wasserschicht zwischen Membran und
Substrat. Im ersten Fall muss die Wasserschicht dick genug sein, um von hydrodynamischen

Scherfluss in dieser Schicht ausgehen zu konnen.

B [pm?/sec]
Glas 26 £3
Silizium 37+3
Dextran 5.2+0.5
Cellulose 6.5£0.5

Tabelle 4.1 Die Werte des kinetischen Spreitkoeffizienten 3 bestimmt aus den Daten in Abbildung 4.1

Gleichzeitig hat ein groer Abstand zwischen Membran und Substrat eine Verringerung der

Adhisionsenergie zur Folge. Betragt der Abstand zwischen Membran und Substrat nur einige
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Lagen aus Wassermolekillen, ist es nicht mehr gerechtfertigt von hydrodynamischen
Scherfluss auszugehen und die Adhasionsenergie steigt an. Die stirkere Kopplung der
Membran an das Substrat macht in diesem Fall eine Rollbewegung der Lipidmonolagen
wahrscheinlicher. Im Folgenden soll der Dissipationsmechanismus aufgeklart werden und der

Benetzungsprozess als globales Transportphdanomen untersucht und verstanden werden.

4.2.2. Bestimmung der Wasserschichtdicke bei Variation der

Pufferbedingungen

Ein wichtiger Parameter zur Aufklarung des Dissipationsmechanismus ist die Dicke der
Wasserschicht zwischen Membran und Substrat. Dieser wurde mit spekulédrer
Rontgenreflektometrie in Zusammenarbeit mit der Gruppe Salditt (LMU, Munchen) ermittelt.
Gleichzeitig konnte so gezeigt werden, dass durch den Benetzungsprozess wirklich eine
Einzelmembran entsteht und kein Multischichtsystem.
Die Lipidmembran wurde mittels Spreiten auf einem Siliziumsubstrat prédpariert, das
geringere Rauigkeit besitzt als Glas und somit fur die Reflektometrie besser geeignet ist. Zur
optischen Uberpriifung der Membran auf Homogenitat wurde Silizium mit einer Oxidschicht
von 150 nm verwendet, da sonst die Fluoreszenz unterdriickt wird (Lambacher und Fromherz,
1996). Es wurden Membranen mit zwei verschiedene Lipidzusammensetzungen, reines
DMPC und DMPC mit 2 mol% DMTAP in Millipore prapariert, die jeweils mit 1 mol%
fluoreszenzmarkierten Lipid (NBD C12-HPC) versetzt waren.Die Pufferbedingungen wurden
nach jeder Messung in situ durch Spuilen gedndert, und zwar in aufsteigenden
Konzentrationen:

0.1 mM HEPES, 0.1 mM NaCl (pH7)

1 mM HEPES, 1 mM NacCl (pH7)

10 mM HEPES, 10 mM NacCl (pH7)

100 mM HEPES, 100 mM NacCl (pH7)
In Abbildung 4.7 sind die gemessenen Reflektivititen der beiden Proben dargestellt. Die
durchgezogenen Kurve sind die Anpassungen der Daten nach Gln. 3.19 mit vier
Fourierkoeffizienten f,. In Abbildung 4.8 ist exemplarisch das Elektronendichteprofil einer
DMPC-Membran in MQ abgebildet, das nach Gln. 3.18 aus der angepassten Kurve ermittelt
wurde. Es gibt eine erhohte Elektronendichte im Kettenbereich wieder, die in unmarkierten

Lipidmembranen nicht beobachtet werden (Vogel, 2000). Dies kann auf Farbstoffmolekiile
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zuruckgefuhrt werden, die zur Uberpriifung der Probe mit Fluoreszenzmikroskopie zu
geringen Anteilen in der Membran enthalten sind und im Allgemeinen durch eine hohe
Elektronendichte gekennzeichnet sind. So ist das hier verwendete Sondenmolekill NBD C12-
HPC mit einem Molekulargewicht von 856.05 deutlich schwerer als die Lipidmolekile der
umgebende Matrix (MW pypc = 677.94).

DMPC DMPC+2mol% DMTAP
MQ

R [w.E.]

IN
P P T R |

0.1 mM HEPES
0.1 mM NacCl (pH7)
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=
o
P T T

=
o
)

1 mM HEPES
1 mM NacCl (pH7)

A

1 mM HEPES
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o
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=
o

)

=
o

100 mM HEPES
10 mM NacCl (pH7)

10 mM HEPES
10 mM NaCl (pH7)

=
o
A

=
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100 mM HEPES
10 mM NaCl (pH7

=
o

=
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2 WAL — Anpassung
10
I I I T T [ T T T T T
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Abbildung 4.7 Die gemessenen Reflektivitidten der beiden Proben bei verschiedenen
Pufferbedingungen. Die durchgezogenen Linien stellen die angepassten Kurven dar.

Die gemessenen Reflektivitaten fur die zwei verschiedenen Lipidzusammensetzungen
unterscheiden sich nicht wesentlich. Aus der Anpassung der gemessenen Kurven erhédlt man
fur die Dicke des Wasserfilms zwischen Membran und Substrat den Wert dy, = 6 =1 A,
unabhingig von Puffer- oder Lipidzusammensetzung. Dieser Wert konnte mit einer

Genauigkeit <14 bestimmt werden, da die nicht auf R, normierten Intensititen iiber eine neun
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GrofBenordnungen abfallen und es moglich war drei Maxima in den gemessenen
Reflektivititen zu beobachten. Der erhaltene Wert fur die Wasserschichtdicke ist in
Ubereinstimmung mit Literaturwerten. So bestimmten andere Gruppen die
Wasserschichtdicke zwischen Membranen mit zwitterionischen Phosphatidylcholin-
Kopfgruppen und einer Siliziumdioxidoberflache zwischen 6 A und 12 A (Charitat et al.,
1999), (Koenig et al., 1996).

Der einzige Parameter, der sich bei beiden Lipidzusammensetzungen beim Austausch der
Pufferlosung in situ dndert, ist der Anteil der bedeckten Flache x, der ebenfalls aus der

Anpassung der Reflektivitaten bestimmt werden kann.

p@) [e71AY ©

o
(V)
1

0 0z

Abbildung 4.8 Das aus der Anpassung der gemessenen Reflektivitit berechnete Elektronendichteprofil
einer DMPC-Membran in MQ. Die erhohte Elektronendichte im Kettenbereich der Lipiddoppelschicht
korreliert mit dem fluoreszenzaktiven Teil der Farbstoffmolekiile.

Wie in Abbildung 4.9 a) und d) dargestellt, wird dieser bei Erhohung der Salzstirke immer
kleiner, was auf Lochbildung in der Membran hinweist.

Aquivalent zu den Reflektivititsmessungen wurden Messungen der Diffusionskonstante mit
kontinuierlichem Bleichen durchgefuhrt. In Abbildung 4.9 b) und e) ist jeweils die
Abhiangigkeit der Diffusionskonstante D von der Pufferkonzentration aufgetragen. Die
Praparation der Proben erfolgte wie fur die Reflektivititsmessungen mittels Spreiten, wobei

als Pufferlosung MQ verwendet wurde. Die Salzstarke wurde dann vor jeder Messung der

40



4. Benetzung von Festkorperoberflichen mit Membranen

Diffusionskonstanten durch Spiillen mit dem entsprechenden Puffer erhoht. Es zeigt sich, dass
die Diffusionskonstante D das selbe Verhalten aufweist, wie die Bedeckung x.

Die Fluoreszenzaufnahme der neutralen DMPC Membran bei 100 mM HEPES, 100 mM
NaCl (pH7) (Abbildung 4.9 c)) weist keinerlei Defekte oder Inhomogenitaten auf. Die bei
Erhohung der Salzkonzentration in der Membran entstehenden Defekte miuissen also kleiner

als das optische Auflosungsvermogen (ca. 0.5 pm) des Mikroskopes sein.
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Abbildung 4.9 a) und d) Anteil des mit einer DMPC-Membran (bzw. DMPC + 2% DMTAP) bedeckten
Substrates x in Abhdngigkeit der Salzstdrke. b) und e) Die Diffusionskonstante einer DMPC (bzw.
DMPC + 2% DMTAP) Membran zeigt das selbe Verhalten bei in situ Anderung der
Pufferbedingungen. c) und f) Die Fluoreszenzaufnahme einer DMPC (bzw DMPC + 2% DMTAP)
Membran bei 100 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH7 weist keine sichtbaren Defekte auf.

Die in Abbildung 4.9 f) gezeigte Fluoreszenzaufnahme der bindren Membran mit 2 mol%
kationischem Anteil bei 100 mM HEPES, 100 mM NaCl (pH7) weist kleine helle Punkte auf,
an denen Lipid akkumuliert wird. Diese befinden sich jedoch schon direkt in Anschluf3 an die

Préaparation der Membran in Millipore auf der Membran und entstehen nicht durch eine
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Anderung der Salzstarke. Optisch sichtbare Locher oder Defekte konnen ebenfalls nicht
beobachtet werden.

Als Grund fur die Defektbildung bei Erhohung der Salzstarke ist ein verringerter Platzbedarf
der polaren Lipidkopfgruppen durch Abschirmung der Wechselwirkungen denkbar. Bei
gleichbleibender Anzahl von Molekillen in der gesamten Probe wirde dies zu Lochern in der

Membran fuhren.

4.2.3. Kolloidale Sonden zur Untersuchung der Membranbewegung

In diesem Kapitel soll die Frage geklart werden, ob sich die Membran als feste Platte uber das
Substrat bewegt, oder ob eine Bewegung der beiden Monolagen relativ zueinander stattfindet,
und die Membran das Substrat durch einen Abrollprozefl benetzt. Wie in Kapitel 4.1.3 bereits

diskutiert, konnen sich die beiden Prozesse auch uberlagern, wobei dann die GroBe der

T

X <--{freie Kugel} - »

Anteile von Interesse ist.
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Abbildung 4.10 Schematische Darstellung des Impulsiibertrages der Membran auf eine Kugel. Findet
eine Bewegung der beiden Monolagen der Membran relativ zueinander statt, verringert sich der
Abstand zwischen Benetzungsfront und Kugel wihrend des Benetzungsprozesses.

Eine Relativbewegung der beiden Monolagen zueinander kann durch die Bewegung einer
Kugel auf der oberen Lipidlage der Membran im Vergleich zur Bewegung der
Benetzungsfront sichtbar gemacht werden. Bei den Kugeln handelte es sich um carboxilierte

Polystyrolpartikel mit Eisenkern und einem Durchmesser von 1.78 ym, die sich beim Start
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des Experimentes im Wasser befinden. Fur diese Experimente wurden DMPC-Membranen in
Millipore als Standardmembranen verwendet. Ausschlaggebend fur die Wahl dieser Kugeln
war ihr hohes Gewicht. Es gewihrleistet, dass die Kugeln schnell nach unten fallen und sich
auch nicht wieder durch diffusive Bewegung in z-Richtung ablosen.

Wie in Abbildung 4.10 schematisch dargestellt, erfahrt eine Kugel, die sich auf der Membran
befindet, einen Impulsubertrag in Richtung der Membranbewegung. Findet eine
Rollbewegung der Membran statt, bewegt sich die Kugel im Mittel schneller als die

Membranfront.

Abbildung 4.11 Uberlagerung des Fluoreszenzbildes der DMPC-Membran mit dem Durchlichtbild der
Kugeln. Deutlich sichtbar ist die Anreicherung von Kugeln an der Benetzungsfront durch das Abrollen
der Membran einerseits und das Aufsammeln von der Glasoberfldche andererseits. Die schwarzen
Spuren stellen die Bewegung der jeweiligen Kugel da, die mit einer Geraden angepafit werden
konnen. Aus der Kugelbewegung iiber der reinen Glasoberfliche ldsst sich ein Korrekturvektor
bestimmen, der von den Geschwindigkeitsvektoren der Kugeln tiber der Membran abgezogen wird.

Die Geschwindigkeit der Front wurde durch Fluoreszenzaufnahmen ermittelt, wahrend die
Kugelbewegung im Durchlicht abgebildet und auf Video aufgenommen wurde. In Abbildung
4.11 ist eine Uberlagerung des Fluoreszenzbildes der Membran und der Durchlichtaufnahme
der Kugeln zu sehen. Der mit der Zeit zuruckgelegte Weg der Kugeln ist schwarz
eingezeichnet. Man kann sehen, dass die getriebene Bewegung der Kugeln auf kurzen Zeiten
durch Brownsche Molekularbewegung in der Ebene uiberlagert ist (Lee et al., 1991).

Brownsche Molekularbewegung eines Teilchens der Masse m wird theoretisch beschrieben

durch die Langevin-Gleichung:
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Gin.4.19
wobei x die Ortskoordinate, y der Reibungskoeffizient mit dem umgebenden Medium und F(t)
die stochastische Kraft ist, die das Teilchen auf Grund von StoBen des umgebenden Mediums
erfahrt. Unter der Annahme, dass F(t) die Bedingungen fur weiles Rauschen erfullt, lasst sich

das mittlere Verschiebungsquadrat der Ortskoordinate <Ax(t)>T berechnen zu:

(Ax(t)), =D-t mit  D=2*T
4

Glin. 4.20
Der zeitliche Verlauf des mittleren Verschiebungsquadrates ist proportional zur
Diffusionskonstante des betrachteten Teilchens. Besitzt das Teilchen daruber hinaus noch

eine konstante Driftgeschwindigkeit v, kommt eine quadratischer Term hinzu:

(Ax(1)), =D-t+v 1.
Gin. 4.21
Die Geschwindigkeiten der Kugeln wurden auf zwei verschiedenen Weisen bestimmt:
(1) Zu einem festen Zeitpunkt wird ein Standbild der Durchlichtaufnahme der Kugeln
gemacht. Davon ausgehend wird die Bewegung einer bestimmten Kugel auf Video verfolgt
und nach einer gewissen Zeit (ca. 2 min.) wieder ein Standbild gemacht. Die in x-Richtung
zuriickgelegte Wegstrecke kann dann aus den beiden Bildern bestimmt und die
Geschwindigkeit der betrachteten Kugel berechnet werden.
(2) Die Position der Kugel wurde mit Hilfe eines Algorithmus zur Teilchenverfolgung
(Ziemann, 1997), (Dichtl, 1997), (Schilling, 1999) in Aquidistanten Zeitabstinden von
100 ms, aufgezeichnet und daraus das mittlere Verschiebungsquadrat in x-Richtung
berechnet. Durch Anpassung einer quadratischen Funktion an den zeitlichen Verlauf von

<Ax(t)>T kann dann der Betrag der Geschwindigkeit in x-Richtung bestimmt werden.

Bei der Durchfuihrung der Experimente stellte sich heraus, dass immer Drift im
Wasservolumen uiber der Membran herrschte. Dies ist deutlich an den Spuren der Kugeln uiber
der reinen Glasoberflache (Abbildung 4.11) zu sehen, die im idealen Fall eine rein diffusive
Bewegung ausfuhren sollten. Grund hierfur kann z.B. Konvektion in der Probenkammer sein.

Zur Korrektur der Daten wurden die Geschwindigkeiten der Kugeln uiber der Glasoberflache
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in x-Richtung mit der jeweiligen Auswertemethode bestimmt und von der Geschwindigkeit
der Kugeln uiber der Membran je nach Driftrichtung abgezogen oder hinzugezahlt. In beiden
Féllen wurden von einem festen Zeitpunkt ausgehend je mindestens sieben willkiirlich
gewiahlte Kugeln auf der Membran und zur Korrektur auf Glas verfolgt. Man erhélt dann je
eine Geschwindigkeitsverteilung, deren Mittelwerte in Abbildung 4.12 dargestellt sind. Die

angegeben Fehler ergeben sich aus den Standardabweichungen.

o
3 Geschw. der Kugeln
Ei auf der Membran
4
Geschw. der Front I
3
0.1 H
| [
T T - T
1000 Driftgeschw.
-0.15 ] T z ¥ der Kugeln
i im Vol.
T
1000
t [sec]

Abbildung 4.12 Die Kugelgeschwindigkeiten auf der Membran (gefiillte Dreiecke) sind deutlich
grofer, als die Geschwindigkeit der Spreitfront (offene Kreise). An die zeitlichen Verldufe beider
Geschwindigkeiten ldsst sich ein t"*-Gesetz anpassen.

Methode (1) ist prinzipiell mit einer groBeren Ungenauigkeit behaftet, da Zeiten und
Ortskoordinaten per Hand bestimmt werden. Methode (2) ist auf Grund der Drift fur grof3e
Zeiten mit Ungenauigkeiten behaftet, da sich langsame Kugeln fast nicht mehr bewegen. Eine
solche Kugel scheint eine rein diffusive Bewegung auszufuhren und der zeitliche Verlauf des
Verschiebungsquadrates ist linear. Aus der Anpassung einer quadratischen Abhangigkeit kann
somit keine Geschwindigkeit mehr bestimmt werden. Dies fuhrt zur Bevorzugung schneller
Kugeln.

Ein weiteres Problem stellt die Ansammlung von Kugeln an der Benetzungsfront dar, die es

schwierig macht, die Kugeln mittels Bildverarbeitung fehlerfrei verfolgen zu konnen. Die
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Kugeln werden zum einen durch den Abrollprozel3 an die Front transportiert und zum anderen
von der Glasoberfliche aufgesammelt und mitgezogen.

Deshalb wurden die Experimente gemafl beiden Methoden ausgewertet und die Ergebnisse in
Abbildung 4.12 dargestellt. Im unteren Teil des Graphen sind die jeweiligen
Driftgeschwindigkeiten dargestellt, die zu Korrektur verwendet wurden (offene Dreiecke).
Man sieht, dass die Driftbewegung zeitlich konstant ist. Im oberen Teil des Graphen sind die
korregierten Geschwindigkeiten der Kugeln (gefullte Dreiecke) und der Benetzungsfront
(offene Kreise) zu sehen. Es wurden mehrere Experimente durchgefithrt und zu verschiedenen
Zeitpunkten das Verhéltnis aus Membrangeschwindigkeit v ., zu Kugelgeschwindigkeit vy,

berechnet. Der Mittelwert ausv,,,, /vi,., €rgibt sich hieraus zu 0.53+0.1. Die obere Lage der

Membran bewegt sich somit doppelt so schnell wie die Benetzungsfront.

Dies fuhrt zu dem Schluf3, dass die Membran das Substrat im wesentlichen iber einen inneren
Abrollvorgang benetzt, bei dem die obere Lage uber die untere gleitet. Im Rahmen der
MeBgenauigkeit ist es jedoch nicht auszuschliefen, dass eine geringe Vorwiartsbewegung der
unteren Monolage stattfindet. Mit Hilfe des in Kapitel 4.2.2 bestimmten Abstandes zwischen
Membran und Substrat von 6 A lasst sich mit Gln. 4.5 die Van der Waals Kraft zwischen
Lipiddoppelschicht und Glasoberflache zu 6 10* J/m> berechnen (Ay=9.8 10%'J und
dy; =43 A). Der Reibungskoeffizient zwischen zwei Lagen aus Alkylketten betragt in etwa
b =1 10" Nsec/m’ (Merkel et al., 1989), (Pfeiffer et al., 1993), (Raphael und Waugh, 1996),
womit nach Gln. 4.12 fur den kinetischen Spreitkoeffizienten = S/2y =15-107"m’/sec
folgt. Dies stimmt gut mit den gemessenen Werten uiberein (vergleiche Tabelle 4.1). Die
Kopplung zwischen den beiden Monolagen der Membran ist somit nicht stark genug, um die
Kopplung an das Substrat induziert durch ein attraktives Wandpotential aufzuheben.

Das Ergebnis wird auch durch Messungen der Eigendiffusion in den einzelnen Monolagen
einer festkorpergestutzten Membran mittels NMR (Hetzter et al., 1998) gestutzt. Hier wurde
gezeigt, dass die Mobilitat der Lipidmolekiile in der dem Substrat zugewandten Seite nur halb

so grof ist, wie in der abgewandten.
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4.2.4. Die laterale Verteilung des Fluoreszenzmarkers: Eine Visualisierung

des Spannungsgradienten in der Membran

In allen Experimenten unabhangig von Lipidzusammensetzung oder Substrat wurde bei der
Verwendung des Texas-Red markierten Lipids als Fluoreszenzsonde eine erhohte Intensitat
an der Vorderkante der Membran beobachtet. Das Intensitatsprofil kann gut mit einem

einfach exponentiellen Gesetz der Form:

I(x,t) = I, exp(-x/ A(t)) + const.
Gin. 4.22
angepasst werden. Der additive konstante Term ist die Hintergrundintensitit des Bildes,
zuriickzufuhren auf elektronisches Rauschen der Kamera. Die Amplitude I, ist von

Ausleuchtung, Belichtungszeit und Mikroskopeinstellungen abhangig.

Abbildung 4.13) Die Fluoreszenzbilder einer mit Texas-Red DHPE markierten Membran weisen eine
erhohte Fluoreszenzintensitit an der Membranfront auf. Das Intensitdtsprofil kann gut mit einem
exponentiellen Verlauf angepafit werden.

Wird die Membran mit einem anderen Sondenmolekul sichtbar gemacht, dndert sich die

Verteilung der Fluoreszenzintensitit. So weisen Membranfronten, die mit dem

kettenmarkierten Phosphocholin BODIPY C5-HPC versetzt sind, deutlich grofere
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Abklinglangen auf, wahrend die Intensitatsverteilung der markierten Alkylkette BODIPY C11
in der Membran sogar invertiert ist (Abbildung 4.14).

(CHCHNH" M o N
SO0
S0
S &
A VO Y N N —OCH 02
o9 7

il
CHO0—B~OCH,CHAH
[

?
c—opH;
—ocH

ot @
O CHO—P—OCHLHN(CHa)
o

X
SN
o &
7
e

10 um

Abbildung 4.14 Die Intensitdtsprofile fiir drei verschiedene Fluoreszenzsonden von oben nach unten:
Texas-Red DHPE, kettenmarkiertes Phosphocholin und eine kettenmarkierte Alkylkette. Die
Farbstoffe zeichnen sich durch ein unterschiedliches Volumenverhdltnis von Kopfgruppe zu Kette aus,
das zu den verschiedenen Formen des Intensitdtsprofils fiihrt.

Aus dieser experimentellen Beobachtung lésst sich schlieBen, dass die Texas-Red markierten
Sondenmolekiile nicht durch die Rollbewegung der Membran an der Front angereichert
werden, sondern durch ein ortsabhingiges Wechselwirkungspotential zwischen
Sondenmolekull und Lipidmatrix eine bestimmte laterale Farbstoffverteilung induziert wird.
Wie im Folgenden dargestellt, kann dieses Wechselwirkungspotential auf einen
Dichtegradienten in der Membran zuriickgefuhrt werden und ist stark von der chemischen
Struktur der Sondenmolekiile abhangig. Die Existenz eines solchen Dichtegradienten kann
durch eine elastische Spannung o in der oberen Lipidmonolage der Membran zustande
kommen, da durch das attraktive Wandpotential S eine Kraft an der Membranfront angreift,

die die Membran uber das Substrat zieht.
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In diesem Fall steigt die Spannung linear von der Quelle zur Benetzungsfront an:

O(x,t)=SL fur 0O<x<L.
L(t)

Gin.4.23
Die Spannung in der Membran verursacht ein Anderung in der Fliachenbedeckung
dA/A = o/k auf Grund der lateralen Kompressibiliat der fluiden Lipiddoppelschicht k. Im Fall
des Texas-Red Fluoreszenzmolekuls rechtfertigt die grole Kopfgruppe die Annahme, dass die
Fluoreszenzsonde einen Energiegewinn @ = ¢-dA/ A durch den Aufenthalt in Gebieten mit

geringerer Lipiddichte gewinnt. Damit ist das elastische Potential gegeben durch:

o=l £

‘X,
K K-L(t)

Gin. 4.24
wobei ¢ die Kopplungskonstante ist. In einem stationiren Zustand werden sich die
Lipidmolekile in einem stabilen Profil anordnen und die Fluoreszenzverteilung folgt dem
Boltzmanngesetz:

(—CI)(x,t)\

T 2
I(XJ)=10'6XP\ o }=Io-exp(k—x) mit: )L(t)=—K KT () )

eS

Gin. 4.25

100 =

A [um]

10 t [sec] 10
Abbildung 4.15 Die aus der Anpassung eines exponentiellen Gesetzes an die Intensitdtsprofile der

Texas-Red markierten Membran erhaltenen Abklinglingen A als Funktion der Zeit. Dieser Verlauf
folgt einem t"* Gesetz,, wie die durchgezogene Linie zeigt.
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In Abbildung 4.15 sind die aus der Anpassung eines exponentiellen Gesetzes erhaltenen
Abklinglangen fur Texas-Red markierte Membranen als Funktion der Zeit dargestellt. An

1/2-

diese Kurve kann ein t'“Gesetz angepasst und die vorausgesagte Zeitabhingigkeit somit

bestatigt werden.

4.2.5. Einfluss zweiwertiger lonen auf die Spreitkinetik

Die Bindung zweiwertiger lonen, insbesondere von Kalziumionen, an Phospholipide wurde
intensiv untersucht (Tatulian, 1993). Es ist bekannt, dass Kalziumionen hohe
Bindungsaffinititen an die zwitterionischen Kopfgruppen von Phosphocholinen aufweisen.
Diese Bindungskonstanten wurden uiberwiegend aus Messungen der Beweglichkeiten von
Vesikeln im elektrischen Feld oder mittels NMR bestimmt (McLaughlin et al., 1978), (Lau et
al., 1980). Theoretisch kann die Adsorption von Ionen an Membranen mit einer
verallgemeinerten Stern-Theorie beschrieben werden (Cohen und Cohen, 1981).

In diesem Kapitel soll der Einflufl von Kalziumionen auf die Spreitkinetik untersucht werden.
Hintergrund ist die Tatsache, dass sowohl in zweifach entionisiertem Wasser (MQ), als auch
auf jeder Glasoberfliche immer geringe Spuren von Kalziumionen vorhanden sind. Somit
finden nicht nur Benetzungsexperimente mit Phospholipidmembranen auf Glas, sondern auch
Priparationen festkorpergestutzter Lipiddoppelschichten uber Vesikelfusion immer in
Gegenwart einer gewissen Kalziumionenkonzentration c, statt. Es stellt sich die Frage, in wie
weit diese Kalziumionen die Benetzungskinetik beeinflussen und fur die erfolgreiche
Préparation festkorpergestiitzter Membranen von Belang sind.

In dieser Arbeit wurde die Spreitkinetik des zwitterionischen Lipids DMPC in Abhéngigkeit
der Kalziumkonzentration gemessen. Alle Messungen fanden in 5 mM HEPES Puffer (pH 7)
auf gereinigten Deckglédsern statt. Um die vorhandenen Kalziumionen (c,) in der Losung zu
neutralisieren, wurde der Komplexbildner EDTA in einer Konzentration von 0.5 mM
verwendet. Der kinetische Spreitkoeffizient in Abhangigkeit der Kalziumionenkonzentration
ist in Abbildung 4.16 zu sehen. Schon die Erhohung der Kalzumionenkonzentration um
0.15 M fuhrt zu einer signifikanten VergroBerung des kinetischen Spreitkoeffizienten. Bei
einer Erhohung der Ionenkonzentration um mehr als 0.15 mM befindet sich das System
bereits in Sattigung. Dieses Verhalten gibt Grund zur Annahme, dass die Grolenordnung der
Kalziumionenkonzentration c, in den Experimenten kleiner als 0.1 M ist. In diesem Fall

kann davon ausgegangen werden, dass bei einer EDTA Konzentration von 0.5 mM alle
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vorhandenen Kalziumionen komplexiert sind. Der Wert des kinetischen Spreitkoeffizienten
ist in diesem Fall gegenuiber der Kalziumionenkonzentration ¢, um 30% reduziert. Die in
Abbildung 4.16 dargestellten Werte wurden aus Messungen ermittelt, bei denen sich die
entsprechende Kalziumionen von Anfang an in der Pufferlosung befanden. Es sollen nun
Experimente beschrieben werden, bei denen die Kalziumionenkonzentration wahrend des
Verlaufes der Messung gedndert wurde. In Abbildung 4.17 a) ist der zeitliche Verlauf der
Geschwindigkeit einer DMPC Membran bei Variation der Kalziumionenkonzentration

abgebildet.
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Abbildung 4.16 Abhdngigkeit des kinetischen Spreitkoeffizienten einer DMPC Membran in 5 mM
HEPES Puffer (pH 7) von der Kalziumionenkonzentration (offene Quadrate). Gefiilltes Quadrat: alle
Ca*"-Ionen sind mit EDTA komplexiert.

Gestartet wurde das Experiment mit 5 mM HEPES Puffer (pH7) ohne zusitzliches Kalzium
(gefullte Quadrate), dann wurde EDTA hinzugegeben, so dass sich EDTA in einer
Konzentration von 0.5 mM EDTA in der Probe befand (offene Dreiecke). Nach ca. 20 min
wurde die Kalziumionenkonzentration auf 0.5 mM erhoht (gefullte Kreise), so dass sich der
zugehorige kinetische Spreitkoeffizient im Sattigungsbereich befand. Zum Vergleich ist der
Zeitverlauf der Spreitgeschwindigkeit einer DMPC-Membran bei einer durchgehenden
Kalziumionenkonzentration von 1.5 mM abgebildet (offene Kreise). Die beiden
Endgeschwindigkeiten stimmen uberein und es zeigt sich, dass die Reduktion der
Spreitgeschwindigkeit reversibel ist. In Abbildung 4.17 b) ist eine Referenzmessung

abgebildet, bei der anstelle von zweiwertigen Kalziumionen einwertige Natriumionen
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hinzugegeben wurden. Dies hatte keinen Effekt auf die Kinetik der Membran. Die
beobachteten Geschwindigkeitsianderungen sind also auf Konzentrationsinderungen

zweiwertiger lonen zuruickzufuhren.
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Abbildung 4.17 a): Zeitlicher Verlauf der Spreitgeschwindigkeit einer DMPC-Membran bei Variation
der Ca*"-Konzentration. Gefiillte Quadrate: ohne zusdtzliches Kalzium. Offene Dreiecke: mit EDTA.
Gefiillte Kreise: Erneute Zugabe von Kalziumionen. Offene Kreise: Zeitlicher Verlauf der
Spreitgeschwindigkeit bei einer durchgehenden konstanten Kalziumkonzentration von 1.5 mM. Die
durchgezogenen Linien sind jeweils Anpassungen des t'?- Gesetzes. b) : Die Referenzmessung zeigt,
dass die Zugabe von einwertigen Na*-Ionen nach der Komplexierung der Ca*"-Ionen keine Erhohung
der Spreitgeschwindigkeit hervorruft.

Bei Variation der Kalziumionenkonzentration konnte noch ein anderes Phinomen beobachtet
werden und zwar eine Anderung der Rauigkeit der Benetzungsfront. Es ist bekannt, dass die
Grenzlinie einer spreitenden Membran auf Grund von Substratinhomogenitaten mit der Zeit
aufraut (Radler et al., 1995), (Nissen, 1998). Die Rauigkeit der Grenzlinie kann durch die
Bestimmung der Grenzlinienweite w quantifiziert werden. Hierbei handelt es sich um die

mittlere Abweichung der Grenzlinie s(x,t) von ihrem Mittelwert (vergleiche Kapitel 5.1.1):

w(t) = \§<s2(x,r)>x —{(s(x,0)’
Glin. 4.26
In Abbildung 4.18 ist im oberen Teil der zeitliche Verlauf der Grenzlinienweite w bei

Anderung der Pufferzusammensetzung abgebildet.
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ohne ca*t
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Abbildung 4.18 Oben: Zeitlicher Verlauf der Grenzlinienweite w bei Anderung der
Kalziumkonzentration im Puffer. Die Fluoreszenzbilder (Breite: 85 um) zeigen eine deutlich rauere
Grenzfldche bei Komplexierung der Kalziumionen durch EDTA. Unten: Zeitlicher Verlauf der
Geschwindigkeit.

Diese nimmt bei Komplexierung der Kalziumionen mit EDTA stark zu und bei
anschlieBender Zugabe von Kalziumionen wieder ab. Zum Vergleich ist im unteren Teil der
zeitliche Verlauf der Geschwindigkeit aufgetragen.

Die Resultate dieses Kapitels konnen sich folgendermallen interpretieren lassen. Die
zweiwertigen Kalziumionen binden an die Membran und schaffen so Ionenbruicken zwischen
Membran und Glassubstrat.So entsteht ein gewisser Abstand zwischen Membran und
Substrat, der in Kapitel 4.2.1 zu 6 A bestimmt wurde. Kalziumionen mit einem
Hydratationsradius von 4 A und zusammen mit den Chlorionen als Gegenionen mit einem

Hydratationsradius von 0.3 A (Israelachvili, 1991), passen also ziemlich genau zwischen
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Festkorper und Lipidfilm. Da sich der kinetische Spreitkoeffizient bei der Zugabe von
Kalzium erhoht, sind bei einer Konzentration ¢, jedoch nicht alle Bindungsstellen der
Membran gesittigt. Zusatzliches Kalzium kann diese Stellen besetzten und es wird so ein
erhohtes Wechselwirkungspotential geschaffen. Werden die Kalziumionen mit EDTA
komplexiert, verringert sich die Wasserschicht zwischen Membran und Substrat, so dass die
Membran mehr Substratinhomogenititen sieht. Deshalb raut die Grenzlinie auf und die

Spreitgeschwindigkeit verringert sich auf Grund eines erhohten Reibungskoeffizienten vy,

02+ a) b)

02+

2 W;? <]

Abbildung 4.19 a) Benetzt die Membran eine raue Glasoberfliche in Gegenwart von Ca*"-Ionen,
konnen diese an die Membran binden und lonenbriicken zum Substrat ausbilden. generiert eine
zusdtzliche Wechselwirkung. b) Sind die Ca™"-Ionen mit EDTA komplexiert, kann sich der Abstand
zwischen Membran und Substrat verringern. In diesem Fall sieht die Membran mehr
Substratinhomogenitdten, ihre Geschwindigkeit verringert sich und die Grenzlinie raut auf.

4.2.6. Der Einfluss von Defekten auf das Spreitverhalten

Jede reale Oberflache besitzt Substratinhomogenititen, die chemischer oder topologischer
Natur sein konnen. In Kapitel 4.1.3 wurde ein Ausdruck fur den zusatzlichen

Reibungskoeffizienten y, aufgestellt:

Gin.4.27
wobei D, die Eigendiffusion der Lipidmolekiile, ¢ die Konzentration der Hindernisse auf der
Oberflache, a, ihr Durchmesser und a; die KopfgruppengroBe der Lipide ist. In diesem
Kapitel soll die Gultigkeit dieses Ausdruckes untersucht werden. Hierzu wurde die

Benetzungsgeschwindigkeit von DMPC-Membranen in Millipore auf strukturierten
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Glasoberflachen gemessen. Auf der einen Hilfte des Substrates befand sich ein hexagonales
Gitter aus Goldpunkten des Durchmessers 9 nm und Gitterkonstante 90 nm, die andere Hilfte
war reine Glasoberflache. Die Strukturierung wurde von der Gruppe M. Mbller in Ulm

durchgefuhrt, wie beschrieben bei Spatz (Spatz et al., 1999).
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Abbildung 4.20 a) Oben ist das Fluoreszenzbild der Benetzungsfront auf der reinen Glasoberfliche zu
sehen. Unten die Benetzungsfront auf der mit Goldpunkten strukturierten Oberfliche zum selben
Zeitpunkt und auf derselben Probe. Die Membran hat auf der reinen Glasoberfliche einen um Ax
lingeren Weg zuriickgelegt. b) Schematische Darstellung der Spreitfront auf einem Substrat, das zur
Hdlfte mit einem hexagonalen Gitter aus Goldpunkten des Durchmessers 9 nm bedeckt ist. c)
Zeitlicher Verlauf der Geschwindigkeiten auf den beiden unterschiedlichen Oberfldchen. Die
durchgezogenen Linien sind Anpassungen des t"*Gesetzes mit dem die kinetischen Spreitkoeffizienten
Boias und B, bestimmt wurden.

In Abbildung 4.20 ist der zeitliche Verlauf der Spreitgeschwindigkeit auf den beiden Seiten
des Substrates im Vergleich zu sehen. Das Verhaltnis der kinetischen Spreitkoeffizienten

Bows/Bpr Wurde zu 1.4 + 0.2 bestimmt. Mit Gln. 4.12, Gln. 4.16 und Gln. 4.17 gilt:

ﬁGlas = },P + )/S
Bp Ys

Gin. 4.28
Nach Kapitel 4.2.3 betrigt der Reibungskoeffizient yg=110"Ns/m®. Mit ¢=310"m>2,
D, =1um®/s, a,=9nm und a,=104 folgt Ypinning =24 10° Ns/m*. Hieraus ergibt sich fur
Verhiltnis (y,+yg)/rs zu 1.24. Die durch Hindernisse induzierte Reibung lasst sich demnach

mit einem Saffmann-Delbruck Ausdruck beschreiben.
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4. Benetzung von Festkorperoberflaichen mit Membranen

4.2.7. Zusammenfassung

Die Kinetik der Benetzung neutraler Lipidmembranen auf hydrophilen Oberflachen wurde
exemplarisch an DMPC-Membranen auf Glas untersucht. Mittels Rontgenreflektometrie
wurde die Wasserschichtdicke zwischen einer solchen Membran und einer
Siliziumdioxidoberflache zu 6 A bestimmt. Mit Hilfe kolloidaler Sonden konnte festgestellt
werden, dass die Membran uiber ihre Monolagen gleitet und das Substrat iiber einen inneren
Abrollvorgang benetzt. Die Benetzungsgeschwindigkeit einer neutralen Membran vergrof3ert
sich schon bei kleinen Zugaben von Ca'*-lIonen. Untersuchungen auf Substraten mit
kunstlichen Defekten zeigen, dass diese die Benetzungsgeschwindigkeit verringern. Diese
Beobachtung kann durch die Induktion von Scherfluf} in der Membran erklart werden, der
einen zusatzlichen Dissipationsmechanismus darstellt. Mit einem Saffmann-Delbriick
Ausdruck lasst sich diese Beobachtung quantifizieren.

Die Intensitatsverteilung verschiedener Fluoreszenzsonden in der Membran stiitzen ein
elastisches Modell, dass auf der Tatsache beruht, dass die Membran nicht von der Quelle
weggedrickt wird, sondern auf Grund der attraktiven Wechselwirkung mit dem Substrat

gezogen wird.
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5. Rauigkeit der Benetzungsfront: Ein Wachstumsphianomen

5. Rauigkeit der Benetzungsfront: Ein Wachstumsphanomen

Der Einfluss von Defekten auf das Benetzungsverhalten von Lipidmembranen wurde bis jetzt
nur hinsichtlich der Kinetik untersucht (Kapitel 4). Substratinhomogentititen verringern aber
nicht nur die Benetzungsgeschwindigkeit, sondern fuhren auch zu einem Aufrauen der
Membranfront, wie in Abbildung 5.1 zu sehen. Da Substratinhomogenitaten die Bildung einer
defektfreien Membran verhindern konnen, ist das Benetzungsverhalten von Lipidmembranen
auf Festkorperoberflachen mit kuinstlichen Defekten von praktischem Interesse. Der Fluss
einer Lipidmembran auf strukturierten Oberflachen stellt aber auch ein Modellsystem fur

Grenzflachendynamik in zwei Dimensionen dar.

Abbildung 5.1 Die Benetzungsfront einer Membran auf einer Glasoberflidche im Abstand einiger
weniger Minuten. Die schwarzen Pfeile indizieren Defekte in der Membran auf Grund von
Substratinhomogenitdten, die von der Membran umflossen werden.

Gut untersucht sind Deformationen der Kontaktlinie einer einfachen Flussigkeit an einzelnen
Defekten (de Gennes, 1985), Kontaktwinkelhysterese (Joanny und Robbins, 1990), (Joanny
und de Gennes, 1984) oder Pinningphanomene.

Benetzungsfronten auf Oberflaichen mit vielen zufallig verteilten Defekten konnen mit
Konzepten des lokalen Grenzflachenwachstums beschrieben werden. Einen guten Einblick in
dieses Themengebiet geben z.B. Barabasi und Stanley (Barabasi und Stanley, 1995).
Experimentell wurden solche Phinomene vielfach untersucht, wie z.B. an Hele-Shaw Zellen
(He et al., 1992) oder dem spontanen Eindringen von Flussigkeit in Papier (Buldyrev et al.,
1992). Eine Moglichkeit zur Analyse der jeweiligen Grenzflache ist die Anwendung von
Skalenargumenten (Family, 1990).
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5. Rauigkeit der Benetzungsfront: Ein Wachstumsphianomen

Um Einblicke in GesetzmaBigkeiten individueller Wachstumsprozesse zu bekommen, wurden
diskrete Modelle entwickelt. Diese beruhen jedoch immer auf konkreten Annahmen und sind
deshalb auf einzelne Klassen von Experimenten beschrinkt. Als Beispiele seien hier das
Eden-Modell zur Beschreibung von Zellkulturwachstum und die Ballistische Deposition
gegeben.

Stochastische Differentialgleichungen schlieBlich, wie die Edward-Wilkinson Gleichung oder
die Kardar-Parisis-Zhang Gleichung (Kardar et al., 1986) sind Ansatze zur analytischen

Beschreibung von lokalem Grenzflachenwachstum.

5.1. Konzepte zur theoretischen Beschreibung von Grenzflachenwachstum

5.1.1. Skalenargumente zur Charakterisierung von Grenzlinienrauigkeiten

Eine Grenzflache, die stochastischen Fluktuationen unterliegt, kann analog zu selbst-
dhnlichen fraktalen Geometrien unter Gesichtspunkten von Skalenargumenten betrachtet
werden. Im Gegensatz zu selbstahnlichen Objekten kann eine wachsende Grenzflachen jedoch
nicht einer einzigen Skalenrelation genuigen, da die Achsen senkrecht und parallel zur
Grenzlinie durch die Wachstumsrichtung auszeichnet sind. Reskaliert man die Grenzfliache
h(x,t) in horizontaler Richtung um einen Faktor a, muss diese in vertikaler Richtung um einen

Faktor a”skaliert werden, um die Grenzflache ahnlich auf die urspriingliche abzubilden.

W\’V\/"\ h(x, t,)

IS s f NN (X, )

_—
X

Abbildung 5.2 Schematische Darstellung einer Grenzlinie die mit der Zeit aufraut.

Solche Objekte h(x,t) heilen selbst-affin und bleiben unter folgender Transformation gleich:

h(x,t) = a”h(ax,a’t),
Gin. 5.1

wobei a statischer und z dynamischer Rauigkeitsexponent genannt wird.
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5. Rauigkeit der Benetzungsfront: Ein Wachstumsphianomen

Sei nun L ein Bereich einer anfangs glatten Grenzfliche, der wahrend eines
Wachstumsprozess durch statistische Fluktuationen mit der Zeit aufraut. Bis das System nach
einer charakteristischen Zeit T einen stationaren Zustand erreicht hat, wachst die laterale
Lange, uber die die raumlichen Fluktuationen der Grenzflache korreliert sind.

Im stationaren Zustand ist sowohl die tangentiale Korrelationslinge §,,,, als auch die mittleren

quadratische Abweichungen der Hohenfluktuationen w” konstant:

wi(L,1) = (B (x,0)) = (h(x,1))’.
Gin. 5.2

Um Skalenansitze zu studieren eignet sich die Hohendifferenzkorrelationsfunktion G(x,t):

G = () - el

B b
X

Gln. 5.3
die zu zwei Potenzgesetzen fur G(x,t) fuhrt:
1) G(x,t) « x** |x| <<&,.,
G(x,t) o« const x| >> ¢,
und
2) G(x,t) o */* [ <<T
G(x,t) o« const t>>T.
Gln. 5.4

Hier ist ¢,,, die Lange uber die Korrelationen in x-Richtung zerfallen und t die fur das

par

System charakteristische Zeit, in der es einen stationaren Zustand erreicht. Fur x>¢,,, geht die

Korrelationsfunktionen in den konstanten Wert 2w? tiber. Aus den Potenzgesetzen fur G(x,t)

erwartet man einen Verlauf der Hohenkorrelations-funktion, wie in Abbildung 5.3 dargestellt.
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Abbildung 5.3 Verlauf der Hohenkorrelationsfunktion nach den Skalengesetzen. Bis das System zum
Zeitpunkt T einen stationdren Zustand erreicht hat, wdchst die Grenzlinienweite w und die
Korrelationlinge € an. Die Steigung der Hohenkorrelationsfunktion G(x) fiir x< §entspricht dem
zweifachen Wert des statischen Rauigkeitsexponenten o .

5.1.2. Die Kardar-Parisi-Zhang Gleichung

Nach Kardar, Parisi und Zhang (Kardar et al., 1986) lasst sich die zeitliche Entwicklung einer

wachsenden Grenzlinie h(x,t) mit einer stochastischen Differentialgleichung der Form:

oh(x,t)
ot

=v-Vh(x,t) + %(Vh(x,z‘))2 +1(x,1)

Gin. 5.5
analytisch beschreiben, die auch KPZ-Gleichung genannt wird. Die Entwicklung einer
Anfangskontur gemaf der einzelnen Terme ist in Abbildung 5.4 zu sehen. Der erste Term auf
der rechten Seite ist ein Relaxationsterm, der Glatten der Grenzlinie auf Grund diffusiver
Prozesse beinhaltet (Abbildung 5.4a)). Der Parameter v wird hierbei auch

Relaxationskoeffizient genannt.
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5. Rauigkeit der Benetzungsfront: Ein Wachstumsphianomen

h(x) 4

h (x, t)
h(x,t)

A 4

Abbildung 5.4 Die zeitliche Entwicklung einer Grenzlinie h(x,t) gemdfs der einzelnen Terme der KPZ-
Gleichung, wobei die gestrichelte Linie als Ausgangskontur diente. a) Relaxation der Grenzlinie b)
Wachstum normal zur Grenzlinie mit einer Rate A. c¢) Aufrauen auf Grund stochastischer
Fluktuationen.

Der zweite, nichtlineare Term beschreibt Wachstum normal zur Grenzflache mit einer
konstanten Wachstumsrate A, wie sich folgendermallen verstehen lasst. Wachstum senkrecht
zur Grenzflache mit einer Geschwindigkeit A verursacht eine Weganderung 6k entlang der h-

Achse und nach Pythagoras gilt (vergleiche Abbildung 5.4b)):

Sh = \()Lét)2 + ()uSIVh)2 = Adt- \/m

Gin. 5.6
Bei kleinen Anderungen |V/| << 1 kann dieser Ausdruck entwickelt werden:
oh(x.1) =A+ &(Vh)z + o
ot 2
Gin. 5.7

Der Parameter A ist somit die mittlere Geschwindigkeit v(t) der Benetzungsfront. Im trivialen
Fall einer geraden Grenzlinie sind alle Ortsableitungen von h(x,t) gleich Null und die
Grenzlinie wird nur verschoben gemal} einer lateralen Translation & — h+ A-t. Mit Hilfe
einer solchen Translation lasst sich im Allgemeinen eine Gesamtbewegung der Grenzlinie mit
mittlerer Geschwindigkeit A einfuhren.

Der stochastische Beitrag 1(x,t)beinhaltet den EinfluB stochastischer Fluktuationen und fuhrt
zum Aufrauen der Grenzflache (vergleiche Abbildung 5.4c)). Hierbei ist im Allgemeinen
thermisches Rauschen gemeint, das unkorreliert in Zeit und Raum ist.

Sollen stochastische Fluktuationen der Grenzlinie auf Grund von Substratinhomogenitéiten

beschrieben werden, so sind diese nicht variabel in der Zeit, sondern nur vom Ort abhédngig.
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5. Rauigkeit der Benetzungsfront: Ein Wachstumsphianomen

Man spricht in diesem Fall auch von eingefrorener Unordnung und der stochastische Term
hat die Form n(x,h(x)).

Es existiert keine geschlossene analytische Losung der stochastischen KPZ-Gleichung. Fur
den speziellen Fall einer eindimensionalen Grenzlinie, die gemaf3 thermischen Rauschens
aufraut, konnen die Skalenexponenten mit Methoden der Renormalisierungsgruppentheorie
exakt zu a =} und z = ¥ bestimmt werden. Um Skalenexponenten fur hohere Dimensionen
und andere Arten des Rauschen, wie z.B. eingefrorene Unordnung zu bestimmen, besteht die
Moglichkeit die KPZ-Gleichung numerisch zu integrieren (Moser et al., 1991). Aus vielen
numerischen Studien und experimentellen Arbeiten ist bekannt, dass eingefrorene Unordnung
zu grofleren Skalenexponenten fuhrt, als von der KPZ-Gleichung vorhergesagt. Zum besseren
Verstandnis der physikalischen Prozesse, die zur Entstehung dieser "anormalen Rauigkeit"
fuhren, wurden verschiedene diskrete Wachstumsmodelle aufgestellt.

In Abwesenheit stochastischer Fluktuationen 71 = 0 kann die deterministische Form der KPZ-

Gleichung jedoch fur jede Anfangskontur h(x,0)= h,(x) in jeder beliebigen Dimension d

exakt gelost werden:
d’x'

2v. |
h(x,t) = Tln{:{;mexp

_MJ,L;ZO(X/)”

4vt 2v
Gin. 5.8
Auch in diesem Fall kann eine Gesamtbewegung der Grenzfliche mit einer lateralen

Translation der Form & — h + A -t beruicksichtigt werden.

5.1.3. Das MCR-Modell: ein diskretes Wachstumsmodell in 2 Dimensionen

Ein fur diese Arbeit relevantes Wachstumsmodell wurde von Martys, Cieplak und Robbins
eingefuhrt, das auch MCR-Modell genannt wird (Martys et al., 1991), (Cieplak und Robbins,
1990).

Ein zweidimensionales poroses Medium wird hier durch Scheiben mit zufélliger
Radiusverteilung modelliert, die auf einem Gitter plaziert sind. Durch dieses 2D Medium wird
eine Flussigkeit mit einem duleren Druck P getrieben, die durch ihre Oberflachenspannung
v und den Kontaktwinkel mit den Scheiben © charakterisiert ist. Die Grenzlinie besteht somit
aus einzelnen Bogen, die verschiedene Scheiben verbinden. Stabile Bogen haben eine Radius

R, = y /P und durchschneiden die Scheiben mit dem Kontaktwinkel ©.
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a) b)

(1) (2)

.

Abbildung 5.5 a) Wachstum der Grenzlinie erfolgt, wenn instabile Bogen existieren. Das MCR-Modell
kennt drei verschiedene Instabilititen: (1) R =y /P und Schnittwinkel = ©. (2) ein Bogen, der zwei
Scheiben verbindet, schneidet eine dritte. (3) die Bogen aufeinanderfolgender Scheibenpaare
iiberschneiden sich. Der untere Bogen ist jeweils instabil und das Wachstum erfolgt nach oben (nach
M. Cieplak et al., 1990). b) bei kleinen Kontaktwinkel ist die Entstehung von sich schneidenden Bogen
Wachstumsprozess (3) bevorzugt. c¢) Im Grenzfall einer benetzenden Fliissigkeit bildet sich eine
kompakte, selbst-affine Grenzlinie aus (unten), wohingegen im nicht benetzenden Fall eine fraktale,
selbst-cdhnliche Struktur entsteht (oben) (nach N. Martys et al., 1991).

Es gibt drei instabile Konformationen (siehe Abbildung 5.5 a)), die jeweils Wachstum der

Grenzlinie zur Folge haben:

(1) der Radius des Bogens entspricht nicht dem Gleichgewichtswert R, =y /P und der
Schnittwinkel nicht dem Kontaktwinkel ©.
(2) ein Bogen, der zwei Scheiben verbindet, schneidet dabei eine dritte.

(3) die Bogen aufeinanderfolgender Scheibenpaare iiberschneiden sich.

Die Instabilititen (1) und (2) sind lokale Wachstumsmechanismen, wohingegen (3) zu
kooperativen Wachstum fuhrt. Zur Modellierung unterschiedlicher Benetzungseigenschaften
der Flussigkeit wurde der Kontaktwinkel von 180° - 0° variiert. In Abbildung 5.5 b) ist zu
sehen, dass sich im nicht benetzenden Grenzfall ® = 180° alle Bogen zwischen den Scheiben
befinden, wohingegen im benetzenden Grenzfall ® = 0° die Flussigkeit um die Scheiben
herum fliet. Letzteres macht (3) zum dominierenden Wachstumsprozess bei kleinen
Kontaktwinkeln und fuhrt zu einer kompakten, selbst-affinen Grenzlinie mit einer

makroskopischen Linienspannung, die durch einen statischen Rauigkeitsexponenten o = 0.81
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gekennzeichnet ist. Bei groBen Kontaktwinkeln hingegen sind die Wachstumsprozesse (1)

und (2) bevorzugt, die zu fraktalen Grenzlinienmorphologien fuhren.

5.2. Grenzliniendynamik der Benetzungsfront

5.2.1. Membranfluss durch ein regelmaBiges Gitter hydrophober Scheiben

Zur Untersuchung der Grenzliniendynamik einer periodisch deformierten Membranfront,
wurden Glasoberflaichen mit einem regelmafigen Gitter aus Al,O,-Scheiben versehen, die
Barrieren fur Phospholipidmembranen darstellen und nicht benetzt werden (Groves et al.,
1997).

Wie in Abbildung 5.6 zu sehen, bestand das Gitter aus Linien einzelner Punkte in einem
Abstand von 90 ym, wobei die Punkte innerhalb der Linien einen Durchmesser von 7 ym und
einen Abstand von 25 ym hatten. Alle Experimente in Kapitel 5.2.1 und Kapitel 5.2.2 wurden
mit neutralen DMPC-Membranen in MQ durchgefuhrt.

*—o © 06 6 06 06 0 ¢ o o

25 um
90 um

Abbildung 5.6 Schematische Darstellung einer Membran, die auf einer Glasoberfldche durch
aufeinanderfolgende Reihen aus Al,O;-Scheiben mit einem Durchmesser von 7 um und einem Abstand
25 um spreitet. Die Abstdnde der jeweiligen Reihen betrugen 90 um.

In Abbildung 5.7 ist eine Sequenz von Fluoreszenzbilder zu sehen, die den Membranfluss
durch eine Linie von Al,O;-Punkten zeigt. Die Membran fullt die Zwischenraume zwischen
den Punkten aus und spreitet dann isotrop von den Offnungen ausgehend, so dass sich Kreise
bilden. Diese werden immer grofler, bis sie sich beriihren und zusammenflieBen. Ab diesem
Zeitpunkt bildet die Benetzungsfront eine geschlossene gewellte Grenzlinie, die sich zu einer

geraden Linie entwickelt.
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SR Vig

Abbildung 5.7 Zeitfolge des Membranflusses durch eine Defektlinie bestehend aus Al,O; -- Scheiben,
deren Positionen durch Kreise markiert sind. Die Membran fliefst zwischen den Punkten der Linie
hindurch und bildet nach den Barrieren Kreise aus (Mitte). Die Kreise fusionieren im weiteren
Verlauf des Experimentes und bilden eine geschlossene deformierte Grenzlinie (Rechts).

Zwischen den einzelnen Defektlinien eines Substrates war ausreichend Platz zur Relaxation
der Grenzlinie, so dass die Membranfront in einem Experiment mehrere Deformations- und
Relaxationsschritte durchlaufen konnte.

Zur quantitativen Analyse wurden die Koordinaten der Grenzlinie mit einem
Spuranalysealgorithmus bestimmt. Diese werden ausgehend von einem vorgegebenen Punkt
sukzessive in einzelnen Schritten ermittelt (Strey, 1993). Hierbei werden die Punkte
standardmaBig in einem Abstand von etwa 1.5 Pixel berechnet, was 0.45 ym entspricht. Da
die induzierten Deformationen um einen Faktor 10* groBer sind, kann im Folgenden davon
ausgegangen werden, dass Artefakte auf Grund der begrenzten Auflosung des Spursuchers
keine Rolle spielen. Um exakt dquidistante x-Werte zu erhalten, wurden die erhaltenen
Spuren mit kubischen Splines interpoliert.

Typische Konturen eines Deformations- und Relaxationsvorganges der Benetzungsfront sind
in Abbildung 5.8 zu sehen. Die zeitliche Entwicklung der gestorten Membranfront ist durch
zwei Charakteristika ausgezeichnet: (i) Die Bildung von Kreisen hinter der Defektlinie
indiziert Wachstum normal zur Grenzflache und (ii) die Relaxation zu einer geraden Linie.
Das einfachste Wachstumsmodell, das diese beiden Charakteristika beinhaltet, ist die
deterministische KPZ-Gleichung. Der Rauschterm wurde vernachlassigt, da Rauigkeiten der
Grenzlinie auf Grund von Substratinhomogenititen wesentlich kleiner sind, als die hier

induzierten Deformationen.
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6 mi

wmn - Experiment

Simulation

Abbildung 5.8 (a) Die Konturen der Membranfront zu verschiedenen Zeiten iiber eine Dauer von 6
min. (b) Vergrofierung des grauen Bereiches. Die simulierten Kurven (durchgezogene Linie) sind
zusammen mit den experimentellen Daten (gestrichelt) abgebildet.

Zur Analyse der Grenzlinie wurde die Entwicklung einer Anfangskontur hy(x) gemal} der
Losung der deterministischen KPZ-Gleichung (Gln. 5.5) mit einem Translationsterm +A -¢:
d’x’

h(x,t) =A1+ 2Tvln{}—exp[—M + ihn(x’)”

J (4mw)" vt 2v

Gin. 5.9
numerisch berechnet. Der Translationsterm beruicksichtigt die Gesamtbewegung der
Membranfront in Relation zum Reservoir. Als Anfangskontur hy(x) diente die erste
zusammenhédngende Grenzlinie hinter der Defektlinie. Die mittlere Geschwindigkeit der Front
A zum betrachteten Zeitpunkt kann separat aus der Messung bestimmt und als Startparameter
fur die Simulation verwendet werden.
Die Wachstumsrate A und der Relaxationskoeffizient v wurden bestimmt, indem die
Abstandsquadrate zwischen simulierter Kurve und einer vorgegeben gemessenen Endkontur
minimiert wurden (vergleiche Abbildung 5.8 b)). A und v wurden so fur funf
aufeinanderfolgende Endkonturen eines Relaxationsvorganges bestimmt und der Mittelwert
gebildet. Um numerische Artefakte auszuschlieBen, wurde die zeitliche Entwicklung der
Konturen ebenfalls mit Hilfe eines Euler-Algorithmus berechnet, der die deterministische

KPZ-Gleichung direkt 16st. Hierzu werden die Ableitungen auf der rechten Seite der KPZ-
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Gleichung mit Hilfe eines Gitters der Gitterkonstante Ax diskretisiert ("standard forward-

backward differences") und fur einen Punkt h(xn,t) gilt nach der Zeit At:

H(x, .1+ Af) = h(x,.1) + %{v-[h(xm,t)— 2h(x,.1) - h(xn_l,t)]+%-[h(xn+l,t)— h(xn_l,t)]z}.
Gin. 5.10
n indiziert hierbei die Punkte des Gitters. Es wurden stabile Losungen in Ubereinstimmung
mit Gln. 5.9 gefunden.
Die Wachstumsrate A und der Relaxationskoeffizient v sind in der KPZ-Gleichung als
konstante Parameter vorausgesetzt. Wie in Kapitel 4.1.3 diskutiert, sinkt die mittlere
Geschwindigkeit A jedoch im Laufe eines Benetzungsexperimentes mit t'*, da der Transport
der Lipidmolekille an die Benetzungsfront mit einer Reibungskraft verbunden ist, die linear
zur bedeckten Flache ansteigt. Transportmechanismen, sowie Materialerhaltung werden

jedoch von einer lokalen Wachstumstheorie, wie der KPZ-Gleichung nicht beruicksichtigt.
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Abbildung 5.9 a) Fourierspektrum eines Relaxationsprozesses. Die Amplituden der ersten
harmonischen Schwingung zu verschiedenen Zeiten sind durch schwarze Kreise gekennzeichnet. Der
Logarithmus dieser Amplituden ist oben rechts in Abhdngigkeit der Zeit aufgetragen. Daraus ldsst
sich durch die Anpassung eines exponentiellen Gesetzes die Relaxationszeit t,,, bestimmen (Insert). b)
Doppellogarithmische Darstellung der Relaxationszeit fiir vier aufeinanderfolgende Relaxations-
prozesse.

Die fur einen Relaxationsvorganges charakteristische Zeit t,, wurde zu verschiedene
Zeitpunkte aus der Fourieranalyse der jeweiligen Konturen bestimmt. In Abbildung 5.9 a) ist

ein typisches Fourierspektrum eines einzelnen Relaxationsvorganges abgebildet. Die
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schwarzen Kreise sind die Amplituden der ersten harmonischen Schwingung zu
aufeinanderfolgenden Zeitpunkten eines Relaxationsvorganges, wiahrend die grauen Kreise
Amplituden hoherer Moden sind.Tragt man die Amplituden A(t) der ersten harmonischen
Schwingung gegen die Zeit auf (Insert Abbildung 5.9 a)), lasst sich durch Anpassen eines
exponentiellen Gesetztes (durchgezogene Linie) die Relaxationszeit t,,, bestimmen.

In Abbildung 5.9 b) sind die Werte von T, fur vier aufeinanderfolgende Relaxationsprozesse
dargestellt, die sich wie erwartet vergroBern. Die quadratischen Werte fur A und v in
Abhiangigkeit von t' zeigt Abbildung 5.10. An diesen Verlauf lassen sich Gerade anpassen

und es gilt somit: A,v oc ™2,

a) b)
N';' o
SV v&
g 001 [ 001
= =
~ L) ]
< >
|
0.00 1 | 0.00 H_®® 1 |
0.000 tt[s] 0002 0.000 t1[s] 0.002

Abbildung 5.10 Verlangsamung der Wachstumsrate A und des Relaxationskoeffizienten v beim
Passieren mehrerer Defektlinien.

Der Relaxationskoeffizient v ist auf eine effektive Linienspannung t,,. zuruckzufuhren. Bei
Deformation der Membranfront entsteht eine rucktreibende elastische Kraft
fotastic = Time " 9°h/°x pro Einheitslange, die durch lokale Reibung f,. =7y, h(r)-dh/dt

(vergleiche Kapitel 4.1.3) dissipiiert wird :

dh J*h
“h(t)-—=1, * .
y‘v ( ) dt line azx

Gin. 5.11
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Der Vergleich mit der KPZ-Gleichung ergibt:

T =y h(t) v(t),
Gin. 5.12
und mit h(t) = /28]y, -#'"* folgt fur die Zeitabhingigkeit des Relaxationskoeffizienten v:

v(t)=rlme-\%}/s't‘”2.

Gin. 5.13
Die GroBe der Linienspannung 7, . lisst sich aus dieser Beziehung mit ys=1-10" Ns/m?,
$=10"*J/m* und den gemessenen Werten fur v zu 7,,~310"""' N abschitzen. Ahnliche Werte
fur die Linienspannung wurden bereits in fritheren Experimenten gefunden (Sandré et al.,
1999), (Zhelev und Needham, 1993).
Der Ursprung fur die Linienspannung in der Benetzungsfront liegt in der mizellaren Form der
Membrankante (vergleiche Abbildung 2.2) in der sich die Lipidmolekille krimmen mussen.
Dies ist auf Grund der erforderlichen Krimmungsenergie energetisch ungunstiger als eine
planare Doppellipidschicht. Die Linienspannung manifestiert sich auch in der Bildung einer
homogenen Lipiddoppelschicht aus Membranflecken bei der Vesikelfusion (vergleiche

Abbildung 3.7).

5.2.2. Grenzlinienmorphologien der Benetzungsfront auf zweidimensionale
porose Medien

Die Grenzlinienmorphologien neutraler Lipidmembranen wurden in Anknupfung an die
Experimente aus Kapitel 5.2.1 zum einen auf Glasoberflachen untersucht, die mit zuféllig
verteilten Al,O;-Scheiben strukturiert waren. Zum anderen wurde eine chemisch homogene,
aber raue Oberflache durch Aufdampfen einer 5 A dicken Siliziummonoxidschicht auf Glas
erzeugt.

In Abbildung 5.11 sind die auf den verschiedenen Oberflachen entstehenden Morphologien
der Grenzlinie abgebildet. Auf einer rauen Glasoberflache (Abbildung 5.11 a)) bildet sich eine
kompakte und selbstaffine, aber raue Grenzlinie. Diese Konturen wurden zu mehreren
Zeitpunkten digitalisiert (vergleiche Kapitel 5.2.1) und sind in Abbildung 5.11 b) dargestellt.

Aus den Koordinaten der Konturen wurden die jeweiligen Hohenkorrelationsfunktionen G(x)
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berechnet, die in Abbildung 5.11 c) doppellogarithmisch dargestellt sind. Aus der Steigung
von G(x) fur kleine Abstiande lasst sich der Wert des statischen Rauigkeitsexponenten
zua =0.81+0.05 bestimmen. Als Fehler ist die Standardabweichung des Mittelwertes
verschiedener Experimente angegeben.

Auf Oberflichen mit nicht benetzenden Hindernissen hingegen bilden sich fraktal-artige
Grenzlinienmorphologien aus. Diese sind in Abbildung 5.11 fur die Defektdichten, ¢ = 10°
"um? (d) ¢ =10 ym™(e) und ¢ = 10” ym™ (f) zu sehen.

o G [um’]
P .

0.01 -

1 10 X [um]

Abbildung 5.11 Grenzlinienmorphologien der Membranfront auf verschiedenen Oberfldchen mit
statistisch verteilten Defekten. Links: a) auf einer chemisch homogenen, rauen Glasoberfliche bildet
sich eine kompakte Grenzlinie b) Konturen der Front auf einer rauen Glasoberfliche zu
verschiedenen Zeiten. c¢) Die Hohenkorrelationfunktionen der Konturen aus b). Rechts:
Fluoreszenzbilder der Membranfront auf Glasoberfldchen mit unterschiedlichen Dichten ¢ von AlLO; -
Punkten, die von der Membran nicht benetzt werden. d) ¢ = 107 um>. e) ¢ = 107 um™ und f) ¢ = 10
3 -2

pum=.

Bei einer Defektdichte von ¢ = 10? ym™ sind Instabilititen der Grenzlinie zu sehen, die
schnell und plotzlich zwischen den Hindernissen hindurch flieBen und so zu einer fraktal-

artigen Morphologie der Benetzungsfront fuhren. Diese Bereiche sind durch eine hohe
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Fluoreszenzintensitit gekennzeichnet, wiahrend die dunkleren Bereiche hingegen uiber ldngere
Zeit stagnieren.

Das hier beobachtete Verhalten ist in Ubereinstimmung mit den Grenzlinienmorphologien des
MCR-Modell, das fur den Fall kleiner Kontaktwinkel kompakte, selbstiahnliche Grenzlinien
mit statischem Rauigkeitsexponenten a =0.81 + 0.05 vorhersagt. Im Fall von Hindernissen,

die nicht benetzt werden, ergibt das MCR-Modell fraktale Grenzkonturen.

5.3. Zusammenfassung

Es wurde das Benetzungsverhalten neutraler Membranen auf strukturierten Festkorper-
oberflachen untersucht. Die Dynamik einer durch Hindernisse regelmédfig deformierten
Membranfront kann auf kurzen Zeitskalen gut mit der deterministischen KPZ-Gleichung
beschrieben werden. Auf langen Zeitskalen kann diese lokale Wachstumstheorie jedoch nicht
die Verringerung der Wachstumsrate A und des Relaxationskoeffizienten v erklaren. Die
beobachtete t'"? Abhiangigkeit der beiden Koeffizienten ist typisch fur nicht lokale
Grenzliniendynamik, die Materialtransport und -erhaltung beriicksichtigt (Dubé et al., 1999).
Die von Dubé vorgeschlagene Feldtheorie erklart jedoch nicht den statischen
Rauigkeitsexponenten, der auf chemisch homogenen, aber rauen Glasoberflachen gefunden
wurde. Dieser stimmt ebenso wie die beobachteten Grenzlinienmorphologien auf Substraten
mit zuféllig verteilten Hindernissen gut mit den Vorhersagen des MCR-Modells uiberein.
Insbesondere bestatigen diese Experimente den Ubergang von kompakten zu fraktal-artigen
Grenzlinienmorphologien bei Variation der Benetzbarkeit der kunstlichen Defekte.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Benetzungsfronten von Lipidmembranen auf

strukturierten Oberflachen ein gutes Modellsystem fur Wachstum in 2 Dimensionen darstellt.
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6 . Benetzung festkorpergestiutzter Polyelektrolytfilme mit

Lipidmembranen

Ein Ansatz zur Herstellung defektfreier Membranen ist die Trennung der substratgestitzten
Membran von der Festkorperoberflache durch ein weiches Polymerkissen (Sackmann, 1996),
(Radler und Sackmann, 1997), (Sackmann und Tanaka, 2000). Daruber hinaus bietet ein
Polymerfilm eine physiologische Umgebung fur Seitengruppen integraler Proteine, die zum
Substrat zeigen, und verhindert so deren Denaturierung auf Grund von direktem Kontakt mit
der Festkorperoberflache.

Es gibt viele verschiedene Ansatze zur Realisierung eines solchen Polymer-Lipid
Schichtsystems. Die Polymerschicht kann je nach verwendeten Materialien von der Wasser-
Luft-Grenzflache Ubertragen (Sigl et al., 1997), (Hillebrandt et al., 1999), aus L&ésung
physisorbiert (Majewski et al., 1998) oder kovalent an das Substrat gekoppelt werden
(Elender et al., 1996). Die Membran kann dann in Anschluss entweder durch Langmuir-
Blodgett / Langmuir-Schafer Technik Ubertragen oder mittels Vesikelfusion prapariert
werden. Letzteres kann jedoch insbesondere auf sehr flexiblen, dicken Polymerkissen
problematisch sein, da das Platzen der Vesikel durch entropische Repulsion der
Polymerketten verhindert werden kann. Die Lipidlage kann durch die Verwendung
entsprechend modifizierter Molektle auch chemisch an das Polymerkissen gebunden werden
(Beyer et al., 1996), (Wagner und Tamm, 2000), (Theato und Zentel, 2000).

Auf Grund des grofRen Interesses an Polymer-Lipid Verbundsystemen soll das
Benetzungsverhalten von Lipidmembranen exemplarisch auf zwei Polyelektrolyten
untersucht werden: (i) auf elektrostatisch adsorbiertem kationischen Polylysin (PL) und (ii)
auf kovalent gekoppelter, anionischer Hyaluronsdure (HS). Es stellt sich die Frage, ob
Lipiddoppelschichten diese Oberflachen Uberhaupt benetzen und wie das Polymerkissen die
Kinetik beeinflusst.

Polylysin wird aber auch zur Kondensation von DNA verwendet, wobei durch die
Praparationsbedingungen eine positive UberschuRladung der entstehenden Aggregate erzielt
werden kann. Die Beschichtung solcher kationischer DNA/PL-Partikel mit anionischen
Membranen bietet Gber den Einbau von Rezeptoren die Mdglichkeit einen kinstlichen Virus
zu konstruieren, der in der Medizin Anwendung finden kann (Lee und Huang, 1996),
(Erbacher et al., 1996). Die Realisierung eines solchen Gentransportsystems stellte in dieser
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Arbeit eine weitere wichtige Motivation zur Durchfiihrung von Benetzungsexperimenten mit

Phospholipiden auf PL-beschichteten Oberflachen dar.

6.1. Praparation und Charakterisierung der Polymerschichten

6.1.1. Polylysin

Lysin (M,, = 146 g / mol) ist eine wasserltsliche Aminoséure, die unter physiologischen
Bedingungen einfach positiv geladen ist (vergleiche Abbildung 6.1). Fir diese Arbeit wurde
Poly-Lysin (PL) mit einem Molekulargewicht zwischen 30.000 und 70.000 verwendet, dessen
Monomere Uber Peptidbindungen zwischen den einzelperA@men zu einer kammartigen
Struktur verbunden sind (Herstellerangaben). Unter der Annahme einer Peptidbindungslange

von maximal 4.3 A ergibt sich fiir das Polymer eine Maximallange von ca. 0.2 um.

T

C—H—/ T
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—T—H3N
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Abbildung 6.1 Chemische Strukturformel des Poly-Lysins. Die Monomere sind Uber Peptidbindungen
an den primaren C-Atomen zu einer kammartigen Struktur verbunden und tragen unter
physiologischen Bedingungen je ein positive Ladung.

PL wurde in MQ zu verschiedenen Konzentrationen geldst: 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml und 0.125
mg/ml. Zur Beschichtung der Deckglaser wurde von diesen Lésungen jeweils 0.5 ml auf ein
gereinigtes Deckglas gegeben, das negative Ladungen an der Oberflache tragt. Somit
adsorbieren positiv geladenen Molekiile hierauf Uber elektrostatische Wechselwirkungen.
Nach einer Inkubationszeit von 2 h wurde der PL-Uberschuss im Volumen durch Spiilen mit
MQ entfernt.

Fur die Durchfiuhrung eines Benetzungsexperimentes werden jedoch trockene Substrate
benotigt (vergleiche Kapitel 3.3.6). Zwei verschiedene Methoden zum Trocknen des

polymerbeschichteten Deckglases wurden versucht: (i) Gefriertrocknen und (ii) Trocknen im
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Vakuum. Benetzungfronten von Membranen auf diesen Oberflachen wiesen jedoch grofe

Defekte im Bereich mehrerer um auf, unabhangig vom Trocknungsprozess.

c)

e o

g{b
.Y

Abbildung 6.2 Fluoreszenzbilder einer anionischen Membran auf gefriergetrockneten PL-Filmen, die
vorher aus Losungen mit unterschiedlichen Konzentrationen adsorbiert wurden. a) c=0.5 mg/ml b)
¢=0.125 mg/ml c) schematische Darstellung einer Membran, die um stark positiv geladene PL-Cluster
in einem homogenen PL-Film herum flief3t.

In Abbildung 6.2 sind die Fluoreszenzbilder von Benetzungsfronten auf PL-Filmen zu sehen,
die aus Losungen mit ¢=0.5 mg/ml (a) und c=0.125 mg/ml (b) adsorbiert und anschliessend
gefriergetrocknet wurden. Die Membran weist fur beide Félle deutliche Defekte auf, die sich
mit abnehmender PL-Konzentration verkleinern, aber nicht vollstdndig verschwinden. Nach
einiger Zeit (ca. 1 h) akkumuliert sich an den Defekten Lipid. Dies weist auf die Entstehung
von PL-Clustern wahrend des Trocknungsprozesses hin, die durch eine erhdhte
Ladungsdichte im Vergleich zum homogenen PL-Film auf dem Rest des Substrates
ausgezeichnet sind (vergleiche Abbildung 6.2 c)).

Eine Tauchmethode erzielte homogene, trockene PL-Filme. Ein Deckglas wurde hierzu fir 2
h vertikal in PL-Lésung (c = 0.125 mg/ml) getaucht und dann langsam mit einer
Geschwindigkeit von 50 pm/sec herausgezogen. Das Substrat erscheint danach trocken. Zur
Entfernung eventueller Wasserruckstande lagerte es noch 2 h in Vakuum. Die laterale
Homogenitat eines solchen Filmes wurde mittels abbildender Ellipsometrie (Albersdorfer et
al., 1998) uberprift und es konnten keine Defekte mehr gefunden werden.

6.1.2. Hyaluronsaure

Polysaccharidketten, zu denen auch die Hyaluronsaure (HS) gehdrt, sind stark hydrophil und

nehmen im Vergleich zu anderen biologischen Makromolekiilen ein groRes Volumen ein.
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Dies hat zur Folge, dass sie auch schon bei niedrigen Konzentrationen Gele bilden. So ist
Hyaluronsaure ein wichtiger Bestandteil der Gelenkflissigkeit und wirkt dort als
Schmiermittel. Dartber hinaus spielt HS eine wichtige Rolle in der Zellmigration.

HS ist ein wasserlosliches Makromolekul, das aus bis 2wzadékereinheiten (vergleiche
Abbildung 6.1) aufgebaut ist. Eine Untereinheit besteht aus zwei verschiedenen Zuckern und
ist unter physiologischen Bedingungen einfach negativ geladen. Die Lange des gestreckten
Molekuls betragt in etwa 10 um. Dinne HS-Filme wurden kovalent apChérflachen
gekoppelt, wie ausfuhrlich bei Albersdorfer (Albersdérfer und Sackmann, 1999),
(Albersdorfer, 1999) beschrieben.

Abbildung 6.3 HS ist eine lange lineare Kette aus sich wiederholenden Monomereinheiten von
Disacchariden. Eine Untereinheit ist unter physiologischen Bedingungen einfach negativ geladen.

Prinzipiell wurde in einem ersten Schritt eine dinne Schicht der negativ geladene
Hyaluronséaure auf einer positiv geladenen, aminosilanisierten Oberflache aus einer 10 mM
HEPES Lo6sung (pH7) adsorbiert. Im nachsten Schritt wurden die HS-Ketten an zuféllig
verteilten Stellen kovalent Gber Esterbriicken an das Substrat gekoppelt und die Konformation

der physisorbierten Polyelektrolytketten teilweise eingefroren.

6.1.3. Charakterisierung der Polymerschichten mittels Ellipsometrie

Zur Charakterisierung der beiden Polymerfilme wurde ihre Dicke mit einem
Standardellipsometer als Funktion des relativen Wassergehaltes der umgebenden Luft
gemessen. Die absolute Werte der Dicke d und des Brechungsindexes n der Polymerschichten
kénnen durch Messungen der ellipsometrischen Winkaehd W bestimmt werden. Diese

sind nach der Fresnel-Theorie Gber die komplexen Reflektionskoeffizienten von parallel und
senkrecht zur Einfallsebene polarisiertem Licht mit der Dicke und dem Brechungsindex
verbunden (Elender und Sackmann, 1994), (Elender, 1996).

Die relative Feuchtigkeit in der Probenumgebung kann mit Hilfe einer abgeschlossenen

Klimakammer im Bereich zwischen 0.5% und 98% eingestellt werden. Dies wird durch
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Mischen eines konstanten Flusses trockener Luft mit einem Strom Wasser gesattigter Luft im
Inneren der Kammer bewerkstelligt. Die relative Feuchtigkeit ist hierbei der jeweilige
Wassergehalt in der Kammer, normiert auf den Sattigungswert des Wassergehaltes im
thermodynamischen Gleichgewicht. Die Feuchtekammer und das verwendete Hygrometer
sind ausfuhrlich bei Elender (Elender und Sackmann, 1994), (Elender, 1996) beschrieben.

Die Wassermolekulen im Innern der Feuchtekammer Uben einen externenlMyuakf den

Polymerfilm aus, der im thermodynamischen Gleichgewicht durch den Spalt@tyck

ausgeglichen wird:

N, =——=-N

disj ?
Vho

GIn. 6.1
wobei Ap das chemische Potential umg , das molare Volumen der Wassermolekile ist

(vergleiche Abbildung 6.4 b)).
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Abbildung 6.4 a) Der gemessene Spaltdruck als Funktion des Quellverhéltmp$gesL und HS-

Filme (HS nach (Albersdorfer, 1999)), wobei der absolute Wert der Filmdicke auf die trockene Dicke
d, normiert wurde. b) Schematische Darstellung des substratgestiitzten Polymerfilmes in der
Feuchtekammer: das chemische Potentigl,pder Wassermolekile in der Kammer ist gleich dem
Spaltdruck des FilmeS.

In Abbildung 6.4 a) ist fur beide Polymerfilme der Spaltdruck gegen die Filmdicke normiert
auf die trockene Dicke (dem Quellverhaltplsaufgetragen. Bei gleichem Spaltdruck zeigt

die HS ein signifikant gro3eres Quellverhaltnis als der PL-Film. Aul3erdem ist die Steigung
des Spaltdruckes als Funktion des Quellverhaltnisses bei PL-Filmen steiler, als fur
Hyaluronséure. Dieses Ergebnis kann auf die unterschiedlichen molekularen Strukturen der

jeweiligen Monomereinheiten zurtckgefihrt werden. So hat Lysin auf Grund seiner
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Alkylkette einen nicht zu vernachlassigen hydrophoben Charakter, wahrend HS aus rein
hydrophilen Zuckern besteht. Deshalb ist es fir den HS-Film energetisch gunstiger, Wasser

einzulagern, als fur den PL-Film.

6.2. Spreitkinetik geladener Lipidmembranen auf Polyelektrolyten

Die Benetzungsexperimente auf den polyelektrolytbeschichteten Oberflachen wurden mit
binaren, entgegengesetzt geladenen Lipidmischungen bei verschiedenen Pufferbedingungen
(siehe Tabelle 6.1) durchgefiihrt. Auf kationischen PL-Filmen wurde DOPC mit 10 mol%
anionischem DOPS und auf anionischen HS-Filmen entsprechend DOPC mit 10 mol%
kationischem DOTAP verwendet.

In einem ersten Versuch zur Visualisierung der Membran auf PL mittels
Fluoreszenzmikroskopie wurde Texas-Red DHPE eingesetzt. Es stellte sich heraus, dass die
Fluoreszenzintensitat dieses Farbstoffes auf PL fast vollstandig unterdriickt wird.

Die Kopfgruppe des Texas-Red DHPE ist im Vergleich zu den unmarkierten Phospholipiden
der umgebenden Matrix sehr voluminds und tragt eine negative Ladung, da hier der Farbstoff
an das Molekul gekoppelt wurde. Es ist denkbar, dass der direkte Kontakt des
fluoreszenzaktiven Teil des Molekils mit dem PL-Film zu der beobachteten
Fluoreszenzunterdrickung fuhrt. Gestitzt wird diese Annahme durch die Tatsache, dass der
im Folgenden verwendete kettenmarkierte Farbstoff NBD C12-HPC normale Intensitat
aufweist.

In Abbildung 6.5 ist exemplarisch eine Serie von Fluoreszenzbildern zu sehen, die die
Benetzungsfront auf beiden Polyelektrolyten zeigt. Die weil3en Pfeile markieren Defekte, die
spater von der Membran geschlossenen werden. Auf beiden Oberflachen bildet sich somit
eine geschlossene Lipiddoppelschicht. Die Diffusionskonstante der anionischen Membran auf
PL wurde mit kontinuierlichem Bleichen (vergleiche Kapitgl3.2.2) fur alle
Pufferbedingungen zu ~ 5 fifeec bestimmt. Die Diffusionskonstante einer Lipidmonolage

auf einem vollhydratisierten HS-Kissen wurde von Albersdorfer zu ~%®spm bestimmt
(Albersdorfer, 1999).
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Abbildung 6.5 a) und b) typische Fluoreszenzbilder einer anionischen Membran im Abstand einiger
Minuten, die auf einem physisorbierten PL-Film spreitet. c) Der zeitliche Verlauf der
Benetzungsgeschwindigkeit anionischer Membranen auf PL folgt eifféaGdsetzt bei

unterschiedlichen Pufferbedingungen. d) und e) Fluoreszenzbilder kationischer Membranen auf HS. f)
auch auf HS folgt die Geschwindigkeit einéfhGesetzt.

In Abbildung 6.5 c) und f) ist die Geschwindigkeit der Membran auf den beiden
Polymerfilmen als Funktion der Zeit doppellogarithmisch aufgetragen. Die durchgezogenen
Linien sind Anpassungen des’4Gesetztes, aus denen die Werte des kinetische
Spreitkoeffizienten ermittelt wurden. Diese sind fur geladenen Membranen in Tabelle 6.1 auf
Glas, PL und HS bei verschiedene Pufferkonzentrationen aufgefiihrt. Als Referenz wurden
auch Messungen mit neutralen DOPC-Membranen in MQ durchgefuhrt.
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B [um?sec] auf SiQ | B, [HM?/sec] auf PL | B, [um?*/sec] auf HA
Millipore 161 13+1 1135
10 mM HEPES, pH7|12 + 1 5+0.5 12+1
10 mM HEPES, pH7|7 £ 0.5 5+0.5
10 mM NaCl
10 mM HEPES, pH7|10 +0.5 91 0
150 mM NacCl
Lipid DOPC/10%DOPS DOPC/10%DOPS DOPC/10%DOTAP
Zusammensetzung

B [um?/sec] auf SiQ | B [um?/sec] auf PL |B [um?/sec] auf HA
Millipore 40+ 2 23+2 0
Lipid DOPC DOPC DOPC
Zusammensetzung

Tabelle 6.1 Der kinetische Spreitkoeffizighy auf Glas, PL und HS bei verschiedenen Salzstarken
und Lipidzusammensetzungen.

Die Benetzungskinetik auf HS &ndert sich stark bei Variation von Puffer und Lipid. So wird
auf HS in MQ keine Benetzung von neutralem Lipid beobachtet. Eine zweikomponentige
Membran mit 10 mol% kationischem Lipid fuhrt jedoch zu einem um einen Faktor drei
grol3eren kinetischen Spreitkoeffizienten, im Vergleich zu einer neutralen Membran auf einer
reinen Glasoberflache. Bei Verwendung von Pufferldsungen mit hoherem Salzgehalt sinkt der
kinetische Spreitkoeffizient einer kationischen Membran auf HS pl6tzlich um den Faktor 10.

Im Gegensatz zu HS-beschichteten Oberflachen werden PL-Filme auch von neutralem Lipid
in MQ benetzt. Die Werte des kinetischen Spreitkoeffizienten von zweikomponentigen
anionischen Membranen auf PL-Filmen sinken mit zunehmender Salzkonzentration. Die
Benetzungskinetik anionischer Membranen auf reinen Glasoberflachen zeigt &hnliches
Verhalten, wie auf PL-beschichteten Oberflachen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
die gemessenen Benetzungskinetiken auf den beiden polyelektrolytbeschichteten Oberflachen
deutlich unterschiedlich sind, was im folgenden Abschnitt diskutiert werden soll.

Spreitet die Membran auf einem weichen vollhydratisierten Polymerkissen der Dicke d wird

Scherfluss in dem Kissen induziert, der sich mit Hilfe der Brinkmann-Gleichung (Sahimi,
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1995) stark vereinfacht als Fluss durch ein pordses Medium mit Maschefwegehreiben
lasst:

2
\'

GIn. 6.2
wobein,, die Wasserviskositat ist.

Abbildung 6.6 Schematische Darstellung einer spreitenden Membran auf einem Polymerkissen mit der
Maschenweité und Dicke d.

Die exakte Losung der Brinkmann-Gleichung ergibt ein nicht lineares Geschwindigkeitsprofil
v(z) normal zur Grenzflache:

_ 20 . _ oo iy 0 O
v(z)—ZD/OEﬁ;mhaia mit  Vy = V(d)&inh %H

GIn. 6.3
Aus diesem Geschwindigkeitsprofil 1&sst sich durch Ableiten die Reibungskraft an der

Grenzflache Membran / Polymer berechnen:

dv
Fric = E|d'

GIn. 6.4
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und es folgt fur die Reibungskraft pro Flache f

£ =v(d) d ganh 05
£ a3s
GIn. 6.5
Hieraus erhalt man die Benetzungsgeschwindigkeit analog zu Kapitel 4.1.3:
v(t) = BT‘J' mit B =5——und = £ GanhB0
\“ t P 2 |j/pol r]W @E
GIn. 6.6

Das Polymerkissen &ndert somit nicht die Zeitabhangigkeit der Benetzungskinetik, beeinflusst
aber den kinetischen Spreitkoeffizienfey durch die Maschenweite

Im Grenzfall grof3er Maschenweie= d reduziert sich Gin. 6.6 zu:

Std

B :%-

GIn. 6.7
Dies ist der Fall hydrodynamischer Reibung, der bereits im Rahmen der Spreitkinetik auf
starren Festkorperoberflachen in Kapitel 4.1.3 vorgestellt wurde. Hierbei wird der Gewinn an
freier Energie S durch hydrodynamischen Scherfluss in der Wasserschicht zwischen
Membran und Substrat dissipiiert.
Im Grenzfall kleiner Maschenweife<< d, gilt tanh[d/&] = 1 und von daher:

SL§

B =%-

GIn. 6.8
Befindet sich ein Polymerkissen zwischen Membran und Substrat, dessen Maschenweite klein

ist gegen die gesamte Dicke des Kissens, wird der Gewinn an freier Energie durch linearen
Scherfluss in den einzelnen Maschen des Polymerkissen dissipiiert. Makroskopisch kann der
Einfluss somit auch durch eine effektive Viskosigt =,/ ausgedruckt werden, die Uber

die Maschenweite variabel eingestellt werden kann.

Dartuber hinaus schafft der Polymerfilm einen definierten Abstand zwischen Membran und
Festkorperoberflache, wahrend Brechungsindex n und Dielektrizitatskonstagiteer
vollhydratisierten Polymerschicht sich nicht wesentlich von den Werten einer reinen

Wasserschicht unterscheiden. Es kann also davon ausgegangen werden, dass der Polymerfilm
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keinen zusatzlichen Beitrag zur Van der Waals Wechselwirkung liefert. Diese fallt jedoch
stark mit dem Abstand ab und ein Film mit ausreichender Dicke (ca. 60 A, vergleiche
Abbildung 4.2) entfernt die Membran so weit vom Substrat, dass die Van der Waals Kraft
zwischen Lipiddoppelschicht und Festkdrperoberflache vernachlassigt werden kann. Ein
weiterer Unterschied zwischen der Wechselwirkung einer Membran mit einer starren
Festkdrperoberflache und einer Membran mit einer polymerbeschichteten Oberflache ist eine
zusatzliche langreichweitige Abstof3ung, die entropischen Ursprungs ist (Klein et al., 1994).
Die HS-Filme wurden mit Hilfe kolloidaler Sonden intensiv untersucht (Albersdorfer und
Sackmann, 1999). Bei einer Salzstarke von 20 mM NacCl betrug die Maschenweite hierbei
3 nm und die Dicke des gesamten Filmes 100 nm. Es kann somit davon ausgegangen werden,
dass das HS-Kissen dick genug ist, um die Wechselwirkung zwischen Membran und Glas
vOllig abzuschirmen und die Spreitkinetik anionischer Membranen elektrostatisch dominiert
ist. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass neutrales Lipid die HS-
Oberflache nicht benetzt.

Im Fall des kovalent gekoppelten HS-Kissens kénnen nur die freien Teile der Polymerketten
zwischen den Kopplungspunkten ihre Konformation &ndern. In reinem MQ werden sich die
Polymerketten in Bulrsten strecken, da die Salzstarken geringer ist, als unter
Praparationsbedingungen (10 mM HEPES, pH7) und es kann in grober Naherung
angenommen werden, dass die Filmdicke gleich der Maschenweite ist. Zusammen mit
minimaler Abschirmung der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen Membran und HS-
Film kann dies nach GIn. 6.7 den hohen Wert des kinetischen Spreitkoeffizienten einer positiv
geladenen Membran auf HS in MQ erklaren. Die drastisch kleineren kinetischen
Spreitkoeffizienten kationischer Membranen auf HS-Filmen bei groR3eren Salzstarken lassen
sich wie folgt verstehen. Hoheren Salzstarken fiihren zur Abschirmung aller elektrostatischen
Wechselwirkungen in dem System und somit zum einen zu einer Verringerung der
Maschenweite des Polyelektrolytnetzwerkes und zum anderen zu einer kleineren
Wechselwirkung zwischen Membran und Polymerfilm.

Auf PL-Filmen ist die Benetzungskinetik binarer Lipidmischungen &hnlich zu denen auf Glas.
Es kann somit davon ausgegangen werden, dass im Gegensatz zu einem HS-Kissen, ein
vollhydratisierter PL-Film nicht dick genug ist, um die Wechselwirkung zwischen Membran
und Substrat abzuschirmen und diese somit die Benetzungskinetik dominiert.
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Abbildung 6.7 Schematische Darstellung a) einer anionischen Membran, die einen dinnen
physisorbierten PL-Film benetzt. b) Im Gegensatz hierzu bildet kovalent gekoppelte HS ein dickes
Polymerkissen, das elektrostatisch mit der kationischen Membran wechselwirkt.

Aus den Quellkurven (Abbildung 6.4) der beiden Polyelektrolytfilme kann geschlossen
werden, dass der PL-Film auch unter Wasser viel dinner ist, als das HS-Kissen. Da das
kationische PL aus Lésung in MQ elektrostatisch auf der Glasoberflache adsorbiert wurde,
wird sich die Maschenweite des PL-Films weiter verkleinern, in Ubereinstimmung mit den
gemessenen kinetischen Spreitkoeffizienten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ein Polymerfilm Einfluss auf die Benetzungskinetik
von Membranen hat, der stark von den Eigenschaften des Films abhangt. Insbesondere
kénnen die sowohl die Praparationsbedingungen des Filmes, als auch die aul3eren Parameter
unter denen das anschlieRende Benetzungsexperiment stattfindet die experimentellen
Ergebnisse empfindlich beeinflussen. Dies kann auch bei erfolgreichen Rekonstitution von
Membranen auf festkdrpergestitzten Polymer-und Polylektrolytfilmen von entscheidender

Bedeutung sein.

6.3. Zusammenfassung

Es wurde gezeigt, dass jeweils entgegengesetzt geladene Phospholipidmembrane kationische
PL-und anionische HS-Oberflachen benetzten und eine geschlossene, fluide Membran bilden.
In praktischen Anwendungen stellt die Benetzung mit Lipiden somit eine Alternative zur
Vesikelfusion dar, um festkorpergestutzte Polymerfilme mit Membranen zu beschichten.

Der zeitliche Verlauf der Benetzungsgeschwindigkeit folgt auf beiden Polyelektrolytfilmen
einem t"*Gesetz, aquivalent zur Kinetik auf starren Festkdrperoberflichen. Es wurde ein
einfaches theoretisches Modell entwickelt, das die Zeitabhangigkeit der Kinetik erklart und
dariber hinaus den kinetischen Spreitkoeffizienten als Funktion der Maschenweite des
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Polymerkissens liefert. Dies fuhrt die starke Verringerung des kinetischen Spreitkoeffizienten
auf HS bei Zugabe von Salz auf die Verringerung der Maschenweite zurtick, die Folge der
Abschirmung der elektrostatischen Abstof3ung zwischen den Polyelektrolytketten ist.
PL-Filme beeinflussen die Benetzungskinetik deutlich weniger als HS-Filme. Grund hierfur
kann sein, dass adsorbierte PL-Filme auf Grund der molekularen Struktur der
Monomereinheiten weniger Tendenz zur Einlagerung von Wasser zeigen und somit im
vollhydratisierten Zustand deutlich dinner sind als HS-Filme. Die gemessenen kinetischen
Spreitkoeffizienten auf PL werden aquivalent zu HS bei Erh6hung der Salzstarke kleiner. Da
PL-Filme von Phospholipiden benetzt werden, sollte es moglich sein, DNA/PL Aggregate mit

Membranen zu beschichten und so schrittweise ein Gentransfersystem aufzubauen.
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7. Festkorpergestitzte Membranen auf Kunststoffoberflachen

Klassische Mikrosysteme in der Biosensorik und Mikrofluidik werden aus Glas oder Silizium
hergestellt, da Methoden aus der Mikroelektronik zur Strukturierung angewandt werden
kénnen. Diese Materialien haben jedoch einige Nachteile. So muss zur Strukturierung jedes
einzelne Stiick aufwendige Schritte, wie Fotolitographie oder Atzen durchlaufen, und die
Rohmaterialien sind relativ teuer. Aus diesen Griinden finden in der Fertigung von
Mikrosystemen der Biotechnologie immer haufiger Kunststoffe Anwendung, die von einem
Master durch Techniken wie Heil3pressen oder Spritzguss abgeformt werden kénnen (Becker
und Gartner, 2000), (Weber und Ehrfeld, 1998). Sowohl Serienherstellung, als auch
Prototyping sind mit diesen neuen Werkstoffen einfach durchzufihren. Dartber hinaus sollte
es madglich sein, durch chemische Modifizierung der synthetischen Polymerketten die
Kunststoffoberflachen aquivalent zu Glas oder Silizium zu funktionalisieren.

Zur Entwicklung von Mikrosystemen aus Plastik, die Anwendung bei der Analyse
biologischer Materialien finden sollen, stellt die Beschichtung mit Lipiden eine wichtige
Biofunktionalisierung dar, die im Folgenden auf verschiedenen Kunststoffen untersucht
werden soll. Da die Lipidschichten tberwiegend mit optischen Methoden charakterisiert
werden, sind insbesondere die optischen Eigenschaften der Kunststoffe von Interesse.
AulB3erdem erdffnen imprinting Methoden die Mdglichkeit Kunststoffoberflachen auf
Nanometerskala topologisch zu strukturieren, die fur Benetzungsexperimente mit Lipiden

verwendet werden konnen.

7.1. Verwendete Kunststoffe und ihre Materialeigenschaften

Kunststoffe sind synthetische Polymere, die aus langen Ketten identischer Monomereinheiten
bestehen. Sie liegen bei niedrigen Temperaturen als glasartige Festkorper vor, da die
Bewegung der Molekile stark eingeschrankt ist. Oberhalb einer bestimmten Tempgratur T
verhalt sich das Polymer elastisch-viskos. Diese Glasuibergangstemperatur ist ein
entscheidendes Charakteristikum fur polymere Substanzen und insbesondere wichtig fur die
Formgebung von Kunststoffen. In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Kunststoffe
untersucht: Polymethylmethacrylat (PMMA), Polystyrol (PS), Polycarbonat (PC) und ein
Zyklisches Olefin der Firma Ticona, das im Folgenden mit dem Handelsnamen TOPAS

bezeichnet wird. Die ersten drei Kunststoffe sind h&ufig verwendete Standardsubstanzen,
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wohingegen TOPAS ein neuartiger Kunststoff ist, der hinsichtlich optisch hochwertiger

Qualitat entwickelt wurde.

PMMA PS PC TOPAS
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Abbildung 7.1 Chemische Strukturformeln der verwendeten synthetischen Polymere.

Er ist laut Herstellerangaben nicht doppelbrechend und besitzt nur geringe Autofluoreszenz.
Die Strukturformeln aller synthetischen Polymere sind in Abbildung 7.1 dargestellt. Falls
nicht anders beschrieben wurden industriell hergestellte Folien verwendet.

Wichtige Materialparameter dieser synthetischen Polymere, wie Glastbergangstemperatur T

Brechungsindex n und Abbesche Zahlsind in Tabelle 7.1 im Vergleich zu Kronglas

aufgefuhrt.
Ts[°C] n \%
PMMA 105 1.49 58
PS 100 1.59 31
PC 141 1.59 30
TOPAS &) 140 1.53 58
Kronglaser 500 1.46-1.6 57-64

Tabelle 7.1 Glaslibergangstemperatwy, Brechungsindex n und Abbesche Zahder verwendeten
Kunststoffe im Vergleich zu Kronglaser. Alle Werte nach Lohmeyer (Lohmeyer, 1984) iaud
Herstellerangaben.

7.1.1. Optische Eigenschaften

Da die Kunststofffolien als Substrate in der Fluoreszenzmikroskopie benutzt werden, sind ihre

optischen Eigenschaften von besonderem Interesse. So sollte ihre Dicke in etwa der von
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Deckglasern entsprechen (170 um), da diese auf handelsibliche Objektive abgestimmt ist.
Dies war bei den hier verwendeten Folien der Fall.

AulRerdem verringert vor allem Autofluoreszenz den Kontrast durch hohe
Hintergrundintensitaten und kann so die Bildqualitdt erheblich beeintrachtigen.
Autofluoreszenz entsteht auf Grund der Molekulstruktur, wobei insbesormere
Elektronensysteme von Doppelbindungen UV-Licht absorbieren kénnen, das dann mit
groReren Wellenlangen wieder emittiert wird. Da die emittierte Intensitat mit der Intensitat
des eingestrahlten Lichtes steigt, wird die Autofluoreszenz mit groRen Offnungswinkeln des
Objektives immer storender. Fur alle Fluoreszenzaufnahmen in diesem Kapitel wurde ein

Objektiv mit 40-facher VergrolR3erung und einer numerischen Apertur von 0.75 verwendet.

4
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5 — PMMA
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5] TOPAS
[%2]
o)
<

2 —
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Abbildung 7.2 Absorptionsspektren der Kunststofffolien.

In Abbildung 7.2 ist die Absorption der vier Folien zu sehen, die mit Hilfe eines
Spektralfotometers gemessen wurden. TOPAS ist hier der einzige Kunststoff, der auch bei
Wellenlangen kleiner 300 nm durchlassig ist. Ubereinstimmend damit ist er laut
Herstellerangaben nur in sehr geringem Mal3e autofluoreszent.

Abbildung 7.3 zeigt Aufnahmen der Folien im Vergleich zu Glas, die mit einer Wellenlange
von 450 nm bis 490 nm angeregt wurden. Detektiert wurde eine Wellenlange im Bereich von
515 nm bis 565 nm. PMMA und PC weisen in diesem Wellenlangenbereich eine homogene
Autofluoreszenz auf. Die PS-Folie ist durch helle Einschlisse gekennzeichnet, die
hochstwahrscheinlich beim Herstellungsprozess entstehen. TOPAS hingegen besitzt keine

Autofluoreszenz vergleichbar zu Glas.
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Abbildung 7.3 Kunststoffoberflachen angeregt mit einer Wellenlange im Bereich von 450 nm bis
490 nm und detektiert im Bereich von 515 - 565 nm.

7.1.2. Kontaktwinkelmessungen

Kunststoffe haben hydrophoben Charakter, der je nach Molekilstruktur mehr oder weniger
stark ausgepragt ist. Zur Quantifizierung dieser Tatsache wurde der statische Kontaktwinkel
von Wasser auf den verwendeten Kunststoffoberflachen gemessen, wie z. B. beschrieben bei
Adamson (Adamson, 1976).

Es wurden sowohl die industriell gefertigten Folien untersucht, als auch das jeweilige
Polymer als chemisch reine Substanz aus einer Toluolldsung (5 mg/ml) auf ein Deckglas bei
4000 U/min aufgeschleudert. Zur Entfernung von Lésungsmittelresten lagerten die Substrate
mindestens 4 h in Vakuum. Da TOPAS nicht als chemisch reine Substanz bezogen werden
kann, wurde Spritzgussgranulat verwendet. Die aufgeschleuderten Polymerschichten haben
den Vorteil, dass sie chemisch gut definiert, sehr glatt und frei von Zusatze, wie Weich- oder
Blaumacher sind, wie sie in allen handelsublichen Kunststofffolien zu geringen Anteilen
enthalten sind. Da solche Zusétze sich nicht notwendigerweise homogen in der Folie
verteilen, sondern sich unter Umstanden durch diffusive Prozesse an der Oberflache
akkumulieren, kénnen sie die Oberflacheneigenschaften der Folie und damit den
Kontaktwinkel stark beeinflussen.
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Die Folien wurden fur die erste Messung mit MQ gespult und dann in Anschluss mit
Isopropanol, um einen eventuellen Einfluss organischer Losungsmittel auf den Kontaktwinkel

zu erfassen.

b) MQ Isopr. MQ Isopr.
PMMA ' '

PS
04+ -+ —l— 1 —;ZW—-
>
|
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Abbildung 7.4 a) Aus der Aufnahme eines Wassertropfens lasst sich der statische Kontaktwinkel
abmessen. Da die hier gezeigte PC-Oberflache stark spiegelt, ist es gunstig, den doppelten
Kontaktwinkel zu bestimmen. b) Statischer Kontaktwinkel der verschiedenen Kunststoffoberflachen
nach Spulen mit MQ (1) und Isopropanol (2). Die grauen Flachen markieren Bereiche flr
Kontaktwinkel < 90°.

In Abbildung 7.4 b) sind die gemessenen Kontaktwinkel zu sehen. Auf PMMA und auf PC
wird dieser nach Spuilen mit Isopropanol signifikant kleiner. Da PMMA nicht resistent gegen
Isopropanol ist, wird diese Oberflache beim Kontakt mit dem L&sungsmittel angelost. PC
hingegen sollte laut Herstellerangaben nicht in Isopropanol 16slich sein.

In diesen beiden Féllen ist der Kontaktwinkel auf den industriell hergestellten Folien deutlich
groRer, als auf den aufgeschleuderten Filmen. Man kann also davon ausgehen, dass die
Oberflacheneigenschaften dieser beiden Folien stark von Zusatzen bestimmt werden. Im
Gegensatz hierzu sind die Kontaktwinkel auf den beiden PS-Oberflachen nach dem Spiilen
mit MQ identisch und unterscheiden sich erst nach Spulen mit Isopropanol. Beide PS-
Oberflachen werden durch Spilen mit Isopropanol hydrophober. TOPAS ist die einzige
Kunststoffoberflache, auf der sich der Kontaktwinkel beim Spilen mit Isopropanol nicht

andert und auch kein Unterschied zwischen der aufgeschleuderten Polymerschicht und der
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Folie besteht. TOPAS ist mit einem Kontaktwinkel > 90° das Material mit dem starksten

hydrophoben Charakter.

7.2. Lipidbeschichtung von Kunststoffoberflachen

Auf hydrophilen Oberflachen, wie Glas oder Glimmer bilden sich bei Vesikelfusion
Lipiddoppelschichten, wohingegen auf stark hydrophoben Oberflachen, wie
selbstassemblierten Monolagen von Thiolalkanen, die Bildung von Lipidmonolagen
beobachtet (Plant, 1999), (Lingler et al., 1997). Falls sich die Kunststoffoberflachen mit
Lipiden beschichten lassen, stellt sich die Frage, ob sich Lipidmono-oder Doppellagen bilden.
Insbesondere auf TOPAS ist auf Grund des grol3en Kontaktwinkels die Bildung einer

Monolage nahe liegend.

7.2.1. Vesikelfusion

Zur Beschichtung von Kunststoffoberflachen mit fluiden Lipidschichten wurde Vesikelfusion
mit neutralem DOPC und einer kationischen Lipidmischung aus DOPC mit 10 mol% DOTAP
in MQ durchgefuhrt. Zur anschlieRenden Charakterisierung mittels Fluoreszenzmikroskopie
wurde 1 mol% NBD C12-HPC zugesetzt. In Abbildung 7.5 sind charakteristische Bilder der
lipidbeschichteten Oberflachen dargestellt, wobei die beobachteten Intensitaten in jedem Fall
wesentlich groR3er sind als die Hintergrundintensitaten auf Grund von Autofluoreszenz.

PMMA besitzt schlechte optische Eigenschaften und der Lipidfilm erscheint inhomogen. Es
fallt auf, dass im Falle von DOPC auf PS das Bild grol3e helle Cluster aufweist, im Fall der
kationischen Mischung jedoch nicht. Ein Vergleich mit Abbildung 7.3 legt nahe, dass die
Cluster durch Einschlisse in der Folie sind und der Lipidfilm selber homogen ist. Da der Teil
der Folie, der mit der kationischen Mischung beschichtet wurde optisch homogen ist, kann
davon ausgegangen werden, dass die Qualitat der Folie je nach Herstellung stark schwankt.
Auf PC bildet sich in beiden Fallen eine homogen leuchtende Schicht aus. Die Blende ist
jedoch leicht Uberstrahlt auf Grund der Eigenfluoreszenz der PC-Folie. Auf TOPAS bilden
beide Lipidmischungen einen optisch homogenen Film und die Bildqualitat ist vergleichbar
zu Glas.

Auf PC, PS und TOPAS wurde mit Hilfe der FRAP-Technik die Diffusionskonstante und die
relative Fluoreszenzerhohlung der Lipidfilme bestimmt, die in Tabelle 7.2 zusammengefasst
sind. Auf PMMA wurden auf Grund der qualitativ schlechten Fluoreszenzbilder keine

Diffusionsmessungen durchgefuhrt.
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DOPC DOPC:TAP 9:1

Abbildung 7.5 Fluoreszenzaufnahmen der Lipid-beschichteten Kunststofffolien.

Die gemessenen Diffusionskonstanten der Lipidmolekile waren auf allen Folien unabhéngig
von der Lipidmischung. Dies steht im Gegensatz zu Diffusionskonstanten kationischer
Membranen auf negativ geladenen Glasoberflachen, die vor allem bei geringen Salzstarken
auf Grund der elektrostatischen Anziehung wesentlich geringer sind als fur neutrale Lipide
(Zantl, 1997). Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Wechselwirkung zwischen
Lipid und Kunststoffoberflache im Gegensatz zu Glasoberflachen keine elektrostatischen
Anteile enthalt.
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Allgemein sind die gemessenen Diffusionskonstanten auf Kunststoffen wesentlich kleiner als
die von Lipiddoppelschichten auf Glas oder polymerbeschichteten Oberflachen, die sich je
nach Substrat, Lipid, Puffer und Temperatur im Bereich von 1 - £spmbefinden (Kihner

et al., 1994), (Hetzter et al., 1998), (Merkel et al., 1989). Sie wirden jedoch im
GrolRenordnungsbereich von Diffusionskonstanten liegen, die an Lipidmonolagen gemessen
wurden (Sigl et al., 1997), (Merkel et al.,, 1989). Die auf PC und PS gemessenen
Diffusionskonstanten sind nur halb so grof3, wie die Diffusionskonstante auf TOPAS und
zugleich sind die Lipidmolekile nur auf TOPAS vollstandig beweglich, wohingegen auf PC

und PS nicht zu vernachlassigende immobile Fraktionen beobachtet werden.

PS PC TOPAS
D [um?sec]| R [a.u.] D[urf¥sec]| R [a.u.] D[urf¥sec]| R [a.u.]
DOPC
0.25 0.76 0.24 0.79 0.45 0.99
DOPC:TA
Pol 0.27 0.94 0.25 0.72 0.4 0.98

Tabelle 7.2 Werte der Diffusionskonstante D und der relativen Fluoreszenzerhohlung R auf PC, PS
und TOPAS fiir DOPC und DOPC:TAP 9:1in MQ bei T = 25°C.

Falls die Zahlraten auf Grund der Autofluoreszenz der Kunststoffoberflache in derselben
GroRenordnung liegen, wie die der Fluoreszenzsonde im Lipidfilm (ca. 50.000), wéren die
gemessener Werte der relativen Fluoreszenzerhohlung mit Artefakten behaftet. Um dies zu
prifen, wurden die Zahlraten der reinen PS und PC-Folie in Anschluss an das jeweilige
Experiment vor und nach einem Bleichpuls des Lasers gemessen. In Abbildung 7.6 sind diese
Kurven zu sehen. Vor dem Bleichen liegen beide Z&hlraten um einen Faktor 100 unter denen
des Lipidfiimes. Man sieht aber auch deutlich, dass beide Folien Autofluoreszenz aufweisen,
die mit dem Laser zerstort werden kann. In Ubereinstimmung mit Abbildung 7.3 ist PC
starker autofluoreszent als PS.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich durch Vesikelfusion im makroskopischen
Bereich optisch homogene Lipidfiime auf PC, PS und TOPAS bilden, wobei allerdings unklar

bleibt, ob es sich hierbei um Monolagen oder Doppellagen handelt.
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Abbildung 7.6 Z&hlraten auf Grund der Autofluoreszenz der PC- und PS-Folie vor und nach dem
Bleichen. Zum Vergleich: Die Z&hlraten der Lipidfilme lagen ca. bei 50.000 [a. u.].

Die Bildung von Mehrfachschichten ist schwer vorstellbar, da solche Schichtstrukturen

Stufen auf grof3en Langenskalen (einige 10-100 um) bilden wirden, die nicht beobachtet
wurden.

7.2.2. Benetzung mit Lipiden auf Kunststoffoberflachen

Aquivalent zu 7.2.1 wurde auf PMMA, PS, PC und TOPAS mit neutralem Lipid (DOPC) und
einer binéren, kationischen Mischung (DOPC + 10 mol% DOTAP) Benetzungsexperimente
in MQ durchgefiihrt. Es stellte sich heraus, dass bis auf TOPAS alle Oberflachen benetzt
werden. Im Fall von PMMA und PS sind die Geschwindigkeiten jedoch nicht reproduzierbar,
was unter Umstanden auch auf die schlechten optischen Eigenschaften der beiden Folien
zuruckzufuhren sein kann. In Abbildung 7.7 sind die Benetzungsfronten auf diesen drei
Folien zu sehen. Die Membran auf PMMA hat wahrscheinlich auf Grund von
Oberflachenrauigkeiten der Folie deutliche Defekte. Die Fluoreszenzaufnahmen der Membran
auf PS zeigt wie in Abbildung 7.5 und Abbildung 7.3 helle Cluster, die wahrscheinlich
Einschlusse in der Folie sind. Die Membran auf PC ist frei von Stdrstellen und der Kontrast
ausreichend, um die Membran abzubilden.
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Abbildung 7.7 Fluoreszenzbilder der Membranfront auf PMMA, PS und PC. Auf TOPAS wurde kein
Spreiten beobachtet.

In Abbildung 7.8 ist der zeitliche Verlauf der Benetzungsgeschwindigkeit auf PC-Folie
dargestellt und es zeigt sich, dass dieser d&hGesetz folgt, wie auf vielen anderen
Oberflachen (vergleiche Kapitel 4). Der kinetische Spreitkoeffizient betragt fir neutrales
DOPC 20 + 1 urfisec und fur DOPC + 10 mol% DOTAP 17 + 2ilsec. Die
Benetzungskinetik

4 DOPC auf PC

v(t) [um/s]

1000 t [sec]

Abbildung 7.8 Die Geschwindigkeit einer DOPC-Membran auf PC folgt ein¥mGesetz
(durchgezogene Linie) und es lasst sich der kinetische Spreitkoeffizient bestimmen.

unterscheidet sich somit nicht signifikant flir geladene und ungeladene Membranen.

Dieses Verhalten steht im Gegensatz zu gemessenen Benetzungsgeschwindigkeiten auf Glas,
die sich hier schon bei Zugabe kleiner Mengen kationischer Lipide halbieren (Nissen, 1998)
und kénnte auf das Fehlen von Ladungen an der Kunststoffoberflache zurtckzufihren sein.
Die Benetzungskinetik verhalt sich somit konsistent mit der Diffusionskonstante (vergleiche

94



7. Festkorpergestiutzte Membranen auf Kunststoffoberflachen

Kapitel7.2.1). Da Lipide PC, PS, und PMMA benetzen, kann davon ausgegangen werden,
dass sich auf diesen Oberflachen eine Lipiddoppellage ausbildet. Die Tatsache, dass TOPAS
nicht benetzt wird, weist auf die Bildung einer Monolage hin.

7.2.3. AFM-Aufnahmen der Lipidschicht auf TOPAS

Zur Bestatigung der Annahme, dass sich bei Vesikelfusion auf TOPAS eine Lipidmonolage
ausbildet, wurden in Zusammenarbeit mit N. Persike AFM-Aufnahmen von Lipidflecken auf
TOPAS-Oberflachen gemacht. Methode und hier verwendeter Aufbau lassen sich in Detail
bei Weiss (Weiss, 1997) oder Kacher (Kacher, 2000) finden.

Abbildungen der gekauften Folien zeigten tiefe Rillen und Kratzer in der Oberflache und sind
somit nicht als Substrat geeignet, um Hohenunterschiede von einigen nm zu detektieren. Eine
geeignete, glatte TOPAS Oberflache wurde durch Aufschleudern eines ca. 0.5 um dicken
Filmes auf frisch gespaltenen Glimmer erhalten. Hohen- und Deflektionsbild einer solchen
Oberflache ist exemplarisch in Abbildung 7.9 zu sehen, wobei die mittlere Rauigkeit der
Schicht 0.5 nm und die Standardabweichung der H6he 0.8 nm betragt. Da sich selbst im
Kontaktmodus bei sehr hoher Kraft nur etwa 10 nm tief in die Polymerschicht kratzen l&sst,
kann davon ausgegangen werden, dass Abbilden im Tapping-Modus die aufgeschleuderte
Kunststoffschicht nicht zerstort.

Fur die Hohenmessung der Lipidschicht mit dem AFM ist es von Vorteil, wenn die Lipidlage
nicht geschlossen ist, sondern sich nur einzelne Lipidflecken auf der Oberflache gebildet
haben. Hierzu wurde Vesikellosung aus DOPC in MQ fur nur 1/2 Stunde auf der TOPAS
Oberflache inkubiert und anschliessend mit MQ gespult. Die so entstehenden Lipidflecken
konnten nur im Tapping-Modus abgebildet werden, da sie durch standigen direkten Kontakt
mit der Spitze verschoben werden. Gleichzeitig bestand so keine Gefahr, dass die
Polymerschicht angekratzt und Artefakte produziert werden. Ein Hohenbild der Lipidflecken
sind in Abbildung 7.9 zusammen mit den entsprechenden Hohenprofilen dargestelit.

Die Hohe der Flecken betragt 2 - 3 nm und es bildet sich auf TOPAS wie vermutet eine
Lipidmonolage.
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Abbildung 7.9 Oben: Hohen- und Deflektionsbild einer TOPAS-Schicht der Dicke 0.5 pm, die auf
frisch gespaltenen Glimmer aufgeschleudert wurde. Die mittlere Rauigkeit der Oberflache betragt
0.5 nm und die Standardabweichung von der Héhe 0.8 nm. Unten: Héhen- und Deflektionsbild der
Lipidflecken auf TOPAS. Das Hohenprofil entlang der weil3en Linie zeigt, dass die Hohe der
Lipidflecken 2 - 3 nm betragt, was der Dicke einer Lipidmonolage entspricht.

7.3. Membranspreiten auf gestuften Oberflachen

Die Anwendung einer festkorpergestutzten Membran als flussigkristalline Matrix fur

Transmembranproteine in der Biosensorik, wirft oft das Problem auf, dass substratstandige
Seitengruppen der Proteine im direkten Kontakt mit der Festkorperoberflache denaturieren
oder die Membran auf Grund ihrer Grol3e deformieren. Zur L6sung dieses Problems kann
entweder eine Polymerschicht zwischen Membran und Substrat eingefuihrt werden (vergleiche

Kapitel 6) oder das Substrat kann mit Graben und Taschen im Nanometerbereich versehen
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werden, in denen das Protein Platz findet. In diesem Zusammenhang ist das
Benetzungsverhalten von Lipidmembranen auf topologisch strukturierten Oberflachen von
Interesse, deren Grof3e im Bereich 10-100 nm liegen.

Als Modellstruktur sollten regelméaRige Stufen dienen, deren Periodizitat im Bereich zwischen
50-200 nm liegen. Strukturen dieser Grolenordnung kdnnen nicht mehr fotolithographisch
hergestellt werden, sondernd werden in der Halbleitertechnologie standardmafig mit
Elektronenstrahl-Lithograpie erzeugt. Da dies fir die hier bendtigten makroskopische
Bereiche sehr aufwéandig ist, wurde eine andere Strategie verfolgt. Si-und Sfde@lachen
kénnen mit Stufen in dem gewtnschten GroR3enbereich strukturiert werden, indem der
jeweilige Einkristall entlang einer bestimmten Kristallebene geschnitten und dann bei hohen
Temperaturen ausgeheilt wird (Sheiko et al., 1994), (Rehse et al., 2001).

Z0.0 e

10.0 #m

0.0 s

1]
] 2.50 5. 00
i

Abbildung 7.10 AFM-Aufnahme eines Siliziumsubstrates mit Stufen im Abstand von 150 nm und einer
Tiefe von ca. 15 nm ( nach N. Rehse).

Der Si-Kristall muss hierbei im Ultrahochvakuum ausheilen muss, da sich sonst sofort eine
Oxidschicht auf der Oberflache bildet und die Stufenbildung verhindert. Siliziumsubstrate
kénnen jedoch fur die Fluoreszenzmikroskopie nur verwendet werden, wenn sie mit einer
Oxidschicht von 100-150 nm versehen sind, da sonst die Fluoreszenzintensitat
farbstoffmarkierter Molekile durch Reflexionen ausgeldscht wird (Lambacher und Fromherz,
1996). Die gestuften Siliziumoberflachen lassen sich jedoch nicht oxidieren ohne die Stufen

wieder zu zerstoren. Als Alternative wurden transparente $iSiMstrate der Gruppe Mdller
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(Uni Ulm) mit Stufen im Abstand von 40 nm verwendet. Es stellte sich jedoch heraus, dass
diese von Phospholipiden nicht benetzt werden.

Von daher wurde dazu Ubergegangen, die vorhandenen gestuften Einkristalloberflachen in
Kunststoff abzuformen. Fur Spreitexperimente bot sich PC an, da diese Oberflache von
Lipiden reproduzierbar benetzt wird, wie die Vorarbeiten zeigen. Au3erdem wurde TOPAS
abgeformt, da es optische Eigenschaften vergleichbar zu Glas besitzt. Dariber hinaus bildet
sich hierauf eine fluide und defektfreie Lipidmonolage, auf der adsorbierte Makromolekiile,

wie z. B. DNA mit hochauflésender Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden kdénnen.

7.3.1. Nanoimprinting von PC und TOPAS

Gestufte Siliziumoberflachen (Abbildung 7.10) der Gruppe Krausch (Uni Bayreuth) wurden
in Zusammenarbeit mit der Gruppe Johannsmann (MPI fur Polymerforschung in Mainz)
durch Heil3pressen in PC und TOPAS abgeformt, wie auch beschrieben bei Hamdorf

(Hamdorf und Johannsmann, 2000).

h (nm)

X (um)

T
0 2 6 X (um) g0

Abbildung 7.11 AFM-Aufnahmen der heil3gepressten PC-und TOPAS-Substrate. Nebenstehend ist
jeweils das Héhenprofil entlang des gestrichelten Linie abgebildet.

Im Fall von PC wurde die Folie strukturiert, wahrend TOPAS durch Aufschleudern aus einer
Toluolldsung mit ¢ = 100 mg/ml bei 1000 U/min (10 sec) als ca. 0.5 pm dicken Film auf ein
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Deckglas aufgebracht wurde. Die Substrate wurden auf einen heizbaren Kupferblock gelegt
und der Siliziummaster auf einen ebenfalls heizbaren Kupferhalter geklebt, der mit einem
Hebel definiert von oben auf das Substrat gedrickt werden kann. Zum Abformen wurden
Substrat und Master in Kontakt fur 2 h Uber die Glastemperatur des jeweiligen Kunststoffes
geheizt. Fir PC erwies sich eine Temperatur von 160°C und fur TOPAS 180°C als geeignet.
In Abbildung 7.11 sind AFM-Aufnahmen der gepréagten Folien zu sehen.

7.3.2. Benetzungsexperimente auf gestuften PC-Oberflachen

Auf den gestuften PC-Oberflachen wurden Benetzungsexperimente mit neutralem DOPC in
MQ parallel und senkrecht zu den Stufen durchgefiihrt, wie in Abbildung 7.12 schematisch

dargestellt. Es zeigte sich, dass eine senkrecht zu den Stufen orientierte Membran, die
Oberflache nicht benetzt und es giit = 0.

Abbildung 712 /3” bezeichnet den kinetischen Spreitkoeffizienten einer Membran, deren Front
parallel zu den Stufen orientiert ist, wahrefi der kinetische Spreitkoeffizient einer Membran ist,
deren Front senkrecht zu den Stufen ausgerichtet ist.

Im Fall einer zu den Stufen parallel angeordneten Membranfront wurde Spreiten beobachtet.
Wie in Abbildung 7.13 dargestellt, folgt die Zeitabhangigkeit der Benetzungsgeschwindigkeit
einem t>Gesetz und der kinetische Spreitkoeffizient konntefze 2.8+ 0.5um® /sec
bestimmt werden. Dieser Wert ist um einen Faktor 10 kleiner als der Wert auf glatten PC-
Oberflacheng,. (vergleiche Kapitel 7.2.2).

Der Einfluss der Substratstruktur auf die Adh&sionsenergie zwischen Membran und Substrat
wurde von Swain und Andelman fiir verschiedene Topologien (Swain und Andelman, 1999)
theoretisch untersucht. Im Fall einer strukturierten Oberflache tritt die Biegesteifigkeit der

Membran mit der attraktiven Van der Waals-Wechselwirkung der Wand in Konkurrenz.
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Abbildung 7.13 Zeitlicher Verlauf der Benetzungsgeschwindigkeit einer DOPC-Membranfront auf der
gestuften PC-Oberflache, die parallel zu den Stufen orientiert ist. Zum Vergleich ist die Kinetik der
Membran auf einer glatten PC-Oberflache abgebildet.

Das anziehenden Wandpotential favorisiert Substrat-Membran Abstande, die die Membran
dazu zwingen, sich der Form der Oberflache anzupassen. Dem entgegen steht die
Biegesteifigkeit, die die Membran glattet und diese somit weiter von der Wand entfernt. Aus
diesem Wechselspiel resultiert ein repulsiver Beitk&yzur Adhasionsenergie. Unter der
Annahme, dass der Wert des Reibungskoeffizienten unverandert bleibt, lasst sich aus dem
gemessenen Spreitkoeffiziented) dieser negative Beitrag zAS=-0.9[5 abschatzen,

wobei S die Adhasionsenergie im Fall der glatten Oberflache ist.

Bec [MMP/sec] |20 + 1

B, [unf/sec] [2.8+0.5

B, [umf/sec] |0

Tabelle 7.3 Werte des kinetischen SpreitkoeffizieGtparallel und senkrecht zu den Stufen und auf
unstrukturiertem PC.

Da die Ergebnisse von Swain und Andelman auf kleine Anderungen der Adhasionsenergie
IA§ << S beschrénkt sind, lassen sie sich nicht quantitativ auf die hier gemessenen
kinetischen Spreitkoeffizient anwenden. Der physikalische Grund fir die Verringerung des
kinetischen Spreitkoeffizienten ist jedoch sicherlich die Biegesteifigkeit der Membran, die die

Benetzung einer gestuften Oberflache energetisch unginstiger macht.
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Eine Verringerung der Adh&sionsenergie auf gestuften Oberflachen erklart jedoch nicht die
Tatsache, dass keine Benetzung senkrecht zu den Stufen beobachtet werden konnte. Ein
moglicher Grund hierfur kénnte die nétige Verformung des mizellaren Randes des Membran
auf sehr kleiner Skala sein, die zuséatzlich Energie erfordert. So liegen die beobachteten
Radien von Poren in Experimenten zu Bestimmung der Linienspannung in der

GrofRenordnung einiger um (Zhelev und Needham, 1993), (Sandré et al., 1999).

7.4. Zusammenfassung

Bei der Untersuchung der Kunststoffe PMMA, PS, PC und TOPAS erwiesen sich PMMA und
PS als ungeeignet fur die Fluoreszenzmikroskopie. Die PC-Folie wies zwar eine homogene
Hintergrundfluoreszenz auf, konnte aber trotzdem als Substrat verwendet werden. Die
optische Qualitat von TOPAS ist im sichtbaren Bereich vergleichbar zu Glassubstraten. Durch
Vesikelfusion konnten optisch homogene Lipidfilme auf PC, PS und TOPAS aufgebracht
werden, wobei die Beweglichkeiten der Lipidmolektle deutlich kleiner sind als auf Glas. Im
Gegensatz zu TOPAS sind auf PC und PS nicht zu vernachlassigende immobile Fraktionen in
den Filmen neutraler und kationischer Lipide vorhanden.

PMMA, PS und PC-Folien werden von neutralen und kationischen Membranen benetzt,
wobei die Benetzungsgeschwindigkeiten allerdings nur auf PC reproduzierbar &fhem t
Gesetz folgen. Auf TOPAS hingegen wurde fir keine der verwendeten Lipide
Membranspreiten beobachtet. Wie Messungen des Kontaktwidkadsgten, ist TOPAS das
einzige Material mi©© > 90° und AFM-Aufnahmen von Lipidflecken auf dieser Oberflache
zeigten die Entstehung einer Lipidmonolage in Ubereinstimmung mit dem stark hydrophoben
Charakter des Materials.

Von einem Siliziummaster konnten erfolgreich Stufen der Periodizitat 150 nm in die
Kunststoffe TOPAS und PC gepragt werden. Mit den gestuften PC-Folien standen somit
Substrate zur Untersuchung des Einflusses von Oberflachentopologien auf das
Benetzungsverhalten zur Verfugung. Befand sich die Membranfront parallel zu den Stufen,
verringerte sich der kinetische Spreitkoeffizient um einen Faktor 10 im Vergleich zu glatten
PC-Oberflachen, wéhrend im Falle einer senkrecht zu den Stufen orientierten Membranfront
kein Spreiten beobachtet wurde. Dieses Verhalten kann qualitativ mit einer Verringerung der

Adhésionsenergie auf Grund der Substrattopologie erklart werden.
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Mit TOPAS liegt somit ein Kunststoff vor, der zum einen optische Qualitaten, wie Glas
besitzt und zum anderen mit einer fluiden und homogenen Lipidmonolage funktionalisiert
werden kann. Daruber hinaus lasst er sich durch Heil3pressen strukturieren. Dies ertffnet
interessante Anwendungen fur die optische Untersuchung biologischer Makromolekiile, die

auf der Lipidmonolage adsorbiert werden kdnnen.
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8. Ausblick

Mit der Kunststoffoberflache TOPAS liegt ein optisch hochwertiger Kunststoff vor, der sich
mit einer fluiden homogenen Lipidmonolage funktionalisieren lasst und dartber hinaus durch
HeilBpressen auf Nanometerskala strukturiert werden kann. Dies eroffnet zum einen
interessante praktische Anwendungen als Bestandteil eines Biosensor, aber auch Zugang zu

wissenschaftlichen Fragestellungen, wie z. B. die Untersuchung biologischer Makromolekule
in zwei Dimensionen unter einer Vorzugsrichtung.

MK

Abbildung 8.1 Links: Fluoreszenzaufnahme von DNA Molekile adsorbiert auf einer kationischen
Lipidmonolage auf TOPAS. Rechts: Ordnen sich die Molekile gemall der unterliegenden
Substrattopologie, kdnnen die entstehenden DNA-Konformationen analog zu Flusslinien in
Supraleitern mit der stochastischen KPZ-Gleichung beschrieben werden.

So ist in Abbildung 8.1 eine Fluoreszenzaufnahme von DNA Molekulen auf einer TOPAS-
Oberflache, funktionalisiert mit einer kationischen Lipidmonolage zu sehen. Strecken sich die
Polymere auf Grund der Substrattopologie in eine Richtung, sollten die entstehenden
Konturen mit der KPZ-Gleichung beschrieben werden kénnen (Kardar und Zhang, 1987).
Dies konnte ein interessantes zweidimensionales System sein, auf das die stochastische
Version dieser Differentialgleichung angewendet werden kann.
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9.1. Verwendete Abkirzungen

DOPS 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-L-Serine]

DOPC 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3- Phosphocholin
DOTAP 1,2-Dioleoyl -3-Trimethylammonium-Propan
DMTAP 1,2-Dimyristoyl -3-Trimethylammonium-Propan
DMPC 1,2-Dimyristol-sn-Glycero-3-Phosphocholin

Texas Red® DHPE

BODIPY®C5-HPC

BODIPY®C11

NBD C12-HPC

MQ
FRAP
EDTA
PMMA
PS

PC
AFM
DNA

Texas Red® 1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero- 3-
phosphoethanolamine, triethylammonium salt
2-(4,4-difluoro-5-(4-phenyl- 1,3-butadienyl)-4-bora-3a, 4a-
diaza-s-indacene-3-pentanoyl) -1-hexadecanoyl-sn-glycero- 3-
phosphocholine

4,4-difluoro-5-(4-methoxyphenyl) -4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacene- 3-undecanoic acid

2-(12-(7-nitrobenz-2-oxa-1, 3-diazol-4-yl)amino)dodecanoyl- 1-
hexadecanoyl-sn-glycero- 3-phosphocholine

Millipore: zweifach entionisiertes Wasser

Fluoreszenzerholung nach Fotobleichen
Ethylendiamintetraessigsaure

Polymethylmethacrylat

Polystyrol

Polycarbonat

Kraftmikroskop

Desoxyribonukleinsaure
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9.2. Substanzen (falls nicht anders beschrieben)

Chemikalien Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Kilvettenreiniger (Hellmanex) Hellma, Muhlheim, Deutschland

Deckglaser Zefa, Munchen, Deutschland

Siliziumscheiben mit 150 nm Oxid kostenlos zur Verfigung gestellt von Wacker,

Burghausen, Deutschland

carboxilierte Polystyrolkugeln Merck eurolab, Frankreich

Fotolack (Microposit S1818) Shipley, Coventry, Grol3brittanien
Entwickler (AZ 423 K) Hochst, Frankfurt am Main, Deutschland
Aluminiumdraht Sigma-Aldrich, Steinheim. Deutschland
Polylysin Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
Hyaluronsaure Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Polymethylmethacrylat (MW: 120.000) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Polystyrol (MW: 500.000) Fluka, Buchs, Schweiz

Polycarbonat (MW nicht spezifiziert) kostenlos zur Verfigung gestellt : von Dow

Deutschland Inc., Schwalbach, Deutschland,
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TOPAS (5013 Granulat) TICONA GmbH, Frankfurt am Main,

Deutschland

Polymethylmethacrylat-Folie Gummi+Kunststoffe, Minchen, Deutschland
(selber gepresst zu d = 150 um)

Polystyrol-Folie (Norflex, d = 150 um) Norddeutsche Seekabelwerke, Nordenham,
Deutschland

Polycarbonat-Folie Bayer AG, Leverkusen, Deutschland
(Makrofol DE1-1 SC, d = 175 pm)

TOPAS-Folie: (5013 d =170 pum) TICONA GmbH Frankfurt am Main,

Deutschland

9.3. Gerate

Lackschleuder (Delta 10 BM) B.L.E. Laboratory Equipment, Radolfzell,
Deutschland

Maskenjustieranlage (KSM MJB3) Karl Suss KG,Garching, Deutschland

UV Lampe (Hg-Xe Bogenlampe, 200 W) L.O.T.-Oriel GmbH, Darmstadt, Deutschland

Aufdampfanlage (Auto 306) Edwards , Marburg, Deutschland
Ellipsometer Plasmos, Munchen, Deutschland
UV-Spektrometer (Lambda 15) PerkinElmer, Rodgau, Deutschland
Millipore Anlage(Milli Q Plus 185) Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland
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