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1. Einleitung und Motivation

Lipid-Doppelschichten sind supramolekulare Strugtyr die durch Selbstorganisation
einzelner Lipidmolekile entstehen. Dabei ordner siie amphiphilen Molekile in zwel

Ubereinander liegenden Schichten an, so dass dm@iyoben Schwanzgruppen nach innen,
und die polaren Kopfgruppen nach aul3en zeigen (Adb. Die beiden Schichten halten

aufgrund von hydrophoben, sowie van der Waals Waalrkungen zusammen.

<«— Hydrophobe Schwanzgruppe

T

Hydrophile Kopfgruppe

Abb. 1.1 Schematische Darstellung einer Lipidmembra

Diese Membranen sind elementarer Bestandteil Zbdwande, sowohl tierischen als auch
pflanzlichen Ursprungs. Hauptaufgabe der nur wemNgaometer dicken Membran ist die
Abgrenzung des zellinneren Bereiches (Cytoplasmajn vextrazellularen Raum. Sie
verhindert eine unkontrollierte Diffusion von lonemd Molekilen in das Zellinnere oder
daraus hinaus und erlaubt somit die Erzeugung vamz&ntrationsgradienten. Der
Hauptbestandteil von naturlichen Lipidmembranerd dtospholipide, in unterschiedlichen
Anteilen auch Glycolipide und Cholesterol.

Die gesamte Zellwand besteht neben der Lipidmemboai aus zwei weiteren Schichten:
der Glycocalix und dem Cytoskelett.

Die Glycocalix befindet sich an der AulR3enseite ldpidmembran und ist eine Ansammlung
von Kohlenhydraten. Diese aul3erste Schicht ist digr Identifikation der Zelle durch
Kohlenhydrat-sensitive Proteine (Lektine) erforadrl Bei Pflanzenzellen hat die Clycocalix
die Form einer massiven Wand, die der Zelle zus@ih physischen Schutz bietet.

Das Cytoskelett befindet sich an der Innenseite Ld@dmembran und besteht aus einem
dreidimensionalen Netzwerk von Proteinen. Es ddirgtie mechanische Stabilitat der Zelle.



2 Einleitung und Motivation

1972 publizierten Singer und Nicolson ihr ,fluid ssmc model” der Struktur der
Lipidmembran [1]. Diesem seither experimentell faeh bestatigtem Model zufolge verhalt
sich die Lipidmembran wie eine zweidimensionalesbkigkeit. In ihrem hydrophoben, quasi
flissigen Inneren kdnnen sich ebenfalls hydrophdbenbranproteine frei bewegen und von
dort aus ihre Arbeit verrichten. Diese Membranpr@esind flr das Funktionieren der Zelle
von grofRter Wichtigkeit. Es gibt Proteine fir vigkrschiedene Aufgaben: den Stofftransport,
die Informationsuibertragung zu anderen Zellen @i erankerung der Lipidmembran mit
dem Cytoskelett. Der Proteinanteil in der Membiagtlzwischen 20% bei Nervenzellen und
bis zu 80% bei Bakterien.

Die Effizienz und Komplexitat dieser von der Evadut hervorgebrachten Strukturen stellt fir
den Naturwissenschaftler gleichzeitig eine Insprasowie eine Herausforderung dar.

Die inspirierende Wirkung der Natur fuhrte zur Eilung des Forschungszweiges der
Biomimetik, der sich mit der Nachahmung und Modifikn von natirlichen Strukturen
beschéaftigt. Seit vielen Jahren arbeiten Forsclgmgpen daran, mithilfe von
Lipidmembranen so genannte Biosensoren herzustdi@enBiosensor ist definiert als eine
Sensorklasse, die in der Natur vorkommende MoleKiezeptor-Proteine, Antikorper,
Hormone, DNA etc.) als Basis des Nachweises veretertsb wurden bereits Biosensoren
zur Bestimmung von Ammonium lonen [2], Amilorid felPyrazin Derivat) [3] und zur pH-
Wert Bestimmung [4] vorgestellt. Das Messprinzip dieser Sensoren beruht auf der
Wechselwirkung des Analyten mit einem Membranprgteioraufhin sich die Eigenschaften
der Membran in messbarer Weise verandern.

Die gezielte Einflussnahme auf Vorgange in dendammbranen lebender Zellen ist eine
grol3e Herausforderung an die Wissenschaft. Einzadhkbis heute unheilbarer Krankheiten
(z.B. Alzheimer, Chorea Huntington, Mukoviszidosg] geht auf Fehlfunktionen innerhalb
der Lipidmembran zurick. Mithilfe vereinfachter Malinembranen versuchen viele
Forschungsgruppen die Vorgange innerhalb der lebeiembran besser zu verstehen und
mit diesen Informationen neue Therapiemoglichkergrrschliel3en.

Wir kénnen also zwei Hauptgebiete in der Membrasdbung unterscheiden: das eine
beschaftigt sich mit der Entwicklung von Biosensorauf Membranbasis, das andere

verwendet Modellmembranen um Informationen Ubelvdgjange zu gewinnen.

Betrachtet man die verschiedenen Membransystenee seid den ersten Versuchen mit
Lipidmembranen 1962 hergestellt wurden, so erkenab den Trend zu immer stabileren

Konstruktionen. Die ersten kunstlich erzeugten dipembranen waren freistehend und
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hatten eine Lebensdauer von wenigen Stunden (BLHESs)folgten Membranen, die von
festen Substraten gestutzt wurden und fur mehrage Verwendet werden kénnen (SBLMS).
Die Lebensdauer von am Substrat gebundenen Memb(eBieMs) liegt bei vielen Monaten.
Im Rahmen dieser Arbeit wird versucht, die Stadilivon Lipidmembranen durch die
Einkapselung in Hydrogele noch weiter zu erhéhemm YYesonderem Interesse ist es hierbei,
Systeme herzustellen die in einer nichtflissigengeloung stabil sind. Dies ist fur die
praktische Anwendbarkeit von Biosensoren von gréiehtigkeit. Durch die Erganzung der
Lipidmembran mit einer Hydrogelschicht erzeugt mginen mechanischen Schutz der
Membran sowie eine Schnittstelle der Detektionsiémit dem umgebenden Gasraum. In der
Gasphase enthaltene Analytmolekile kénnen so inHyasogel hineindiffundieren und an
der Membran nachgewiesen werden.

Dieses Prinzip gibt es auch in der Natur: die Rsebleimhaut (regio olfactoria) aller Tiere
besteht aus einem dinnen Schleimfilm (Mucus). Assde Unterseite befinden sich die
Riechzellen, deren Harchen, an denen die Chemdmeepsitzen, in den Schleimfilm
hineinragen.

Die Anwendungsgebiete einer ,elektronischen Nasdérew immens. Anwendungen im
Sicherheitsbereich zur Detektion von Sprengstofiieth Drogen sind genauso denkbar wie die
Detektion giftiger Gase in der Atemluft und der &mkung von Krankheiten wie Krebs
anhand des Geruches des Patienten.



2. Theoretische Grundlagen

2.1 Verschiedene Modellsysteme fir Lipidmembranen
2.1.1 Einleitung

In diesem Kapitel werden verschiedene Membranmedelfgestellt, die im Laufe der Jahre
entwickelt wurden. Die Anforderungen an ein geeigaeModell sind hoch. Zum einen soll
das Modellsystem der realen Membran in mdglichetewi Eigenschaften sehr ahnlich sein,
damit man aus dem Modell tatsachlich Ruckschlusgevargange in den Zellmembranen
lebender Zellen schlieRen kann. Zum anderen sidiéeModell weniger komplex sein als das
Vorbild in der Natur, also Uber weniger einstelb&arameter verfligen. Dies ist n6tig, damit
Experimente am Modell durchfiihrbar und reproduzetiieiben.

Die Modellmembran sollte dicht genug sein, um dasdage von kleinen Molekilen und
lonen zu verhindern. Diese Eigenschaft bezeichreet ais elektrisch dicht. Trotzdem muss
die Membran eine ausreichende Fluiditat behaltem,die Inkorporation von Proteinen zu
erlauben. Auch sollte die Beschaffenheit des Systereine Analyse der
Membraneigenschaften mit verschiedenen analytiscMethoden erlauben. Fiur die
Anwendbarkeit des Systems als Biosensor spieleteshén Stabilitat und Herstellbarkeit eine
wichtige Rolle. Abb. 2.1 gibt einen Uberblick Ubdie vier am haufigsten eingesetzten

Modellsysteme.
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Solid Supported Bilayer
Membrane

Black Lipid Membrane:BLM

Tethered Bilayer Lipid
Membrane

Abb. 2.1 Verschiedene Modellmembranen (Grafik dus[6

2.1.2 Liposomen

Bei Liposomen (ein anderer Ausdruck ist Vesiket)dig Lipidschicht gekrimmt und schlief3t

sich zu einer kugelférmigen Struktur zusammen. Néutmelare Vesikel, die aus mehreren
konzentrisch angeordneten Lipidschalen bestehdasteden spontan in einer Mischung aus
Lipid und Wasser. Unilammelare Vesikel kann mancdudltrabeschallung oder Extrusion

der Mischung erzeugen.

Mithilfe der Patch Clamp Technik [7] ist es mdglictie Funktionsweise von Proteinen, die in
die Vesikel eingebaut wurden, elektrisch zu meskam.grof3er Nachteil von Liposomen ist

deren Neigung, mit der Zeit zu agreggieren. Diegrdrezt ihre Verwendbarkeit auf einige

Tage.

Breite Anwendung finden Liposomen in der Medizmilirem hydrophoben Inneren kdnnen
Medikamente gegen Enzyme geschuitzt zu ihrem Wirkoiigm Korper transportiert werden

und ihren Inhalt dort gezielt freisetzen.
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2.1.3 Black Lipid Membranes (BLMS)

Die ersten Arbeiten an Black Lipid Membranes (BLMs)irden 1963 von Rubin et al.
veroffentlicht. Sie zeigten, dass aus Gehirnextnaktvon Kihen geformte BLMs
selbstreparierende Eigenschaften besitzen undefiiheine elektrische Charakterisierung
durch. [8]

Die Herstellung einer BLM hat den Vorteil, dass sahr geringe Mengen an Lipid bendtigt
werden. Ublicherweise wird die Membran (ber einedrbghobe Appertur mit einem
Durchmesser von bis zu einigen Millimetern gespamnmelche zwei Flissigkeitskammern
voneinander trennt. Es ist bemerkenswert, dassneine/enige Nanometer dicke Membran in
der Lage ist, eine Flache von einigen Quadratmgtem freischwebend zu Uberspannen.
Dadurch sind Messungen mit praktisch vernachlaasggbRandeffekten moglich. Allerdings
wird die Membran dadurch nur von einer sehr kleilaaralen Spannung gehalten, was bei
sehr geringen Erschitterungen zum Riss der Menflihah [9]

Die Messzelle besteht aus einem mit Elektrolytl@gsgefullten Becher, in den ein Rohr
eintaucht, welches in der Mitte eine Appertur kegiAbb. 2.2). Sowohl im aul3eren Becher
als auch im Rohr befinden sich Elektroden, dieiarPetentiostat angeschlossen sind. Da das
innere Rohr Uber den Flissigkeitsspiegel im Betin@susragt, ist der Stromkreis nur durch
die Appertur unterbrochen und eine elektrische @itarisierung der Membran ist mdglich.

Potentiostat

=

Elektroden —p

auRerer Bechef———9> — inneres Rohr

Lichtquelle kleines Loch Mikroskop

Abb. 2.2 Versuchsanordnung zur Herstellung und &ktarisierung von BLMs
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Es gibt zwei Methoden mit denen eine Lipidmembréaerider Appertur erzeugt werden
kann. Losungsmittelhaltige Membranen erzeugt mach réder Methode von Mueller und
Rudin [8], indem man das Lipid in einem organischésungsmittel wie Dekan l6st und mit
einem Pinsel auf die Appertur streicht. Der so tantdene Lipidfilm verdiinnt sich spontan
zur Membran. Diesen Vorgang kann man im Lichtmikogs beobachten: wahrend sich der
Film verdinnt, kommt es zu farbigen Reflexionen ateeiner Seifenblase. Ist die Membran
nur noch zwei Molekile dick (Bilayer) erscheint silig schwarz im Mikroskop. Dies liegt
an der destruktiven Interferenz der beiden Lichtden, die an den Grenzflachen
Wasser/Lipid und Lipid/Wasser reflektiert werden.

Derart hergestellte Membranen besitzen eine hoRkxebilitat als die, nach der zweiten
Methode hergestellten I6sungsmittelfreien Membramseh Montal und Muller.

Hierbei wird das geloste Lipid auf die Wasseroldetie im inneren Rohr von Abb. 2.2
gespreitet und danach der Flissigkeitsstand inhd&ebis unterhalb der Appertur gesenkt,
wobei ein Monolayer entsteht. Durch ein erneutebe®en des Flissigkeitsstandes tber die
Appertur wird die Doppelschicht vervollstandigt.eBe Praparationsmethode hat den Vorteil,
dass auch unsymmetrische Membranen hergestelltewdtdnnen, die in der Natur haufig
auftreten. [10]

BLMs lassen sich durch das AquivalenzschaltbildegifRC) Elements darstellen (siehe
Kapitel 3.2.4) und weisen Widerstadnde von mindestiE#h M2cm? bei Kapazitaten von etwa
0,5 uF/cm? auf [11]. Damit sind sie dafiir geeignet, lnstedme durch einzelne lonenkanéle
zu messen. Zum Einbau der Proteine gibt es vietechieedene Techniken. So kann das
Protein vor der Membranbildung zur organischen dlisung hinzugegeben werden oder
nach der Membranbildung in die wassrige Phase. Adeh Zugabe in Form von
Proteinliposomen ist mdglich. [12]

Beim Beobachten der Leitfahigkeit einer derart rfinirten Membran tber einen langeren
Zeitraum hinweg erkennt man Spriinge. Diese entstetech das Offnen bzw. SchlieRen von
lonenkanélen. Durch eine genaue Analyse diesemDsttes mdglich, die Leitfahigkeit eines
einzelnen Kanals zu bestimmen. [13]

Mithilfe dieser Techniken kann auch die Passage eladgner Molekile durch
Membrankandale untersucht werden. So wurde z. BEdtaicklung einer Methode zur DNA
Sequenzierung nach diesem Prinzip diskutiert. 154,

Wie jedoch zu Begin des Kapitels erwahnt, besitzeistehende BLMs den signifikanten
Nachteil ihrer Instabilitat. Damit sind sie fur gtsche Anwendungen in der Biosensorik

ungeeignet. Eine erwé&hnenswerte Weiterentwicklumgl sqano-BLMs. [16] Bei dieser
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Technik werden Membranen tber nanopordse Subgiespannt, was BLMs mit erhOhter

Stabilitat erzeugt.

2.1.4 Festkorpergestitze Lipidmembranen (s-BLMssm&LMs)

Das Konzept festkdrperunterstitzter Membranen amisaus der Notwendigkeit heraus, die
Stabilitat freistehender Membranen zu erhéhen. Bste Substrat kann ein Metall sein, ein
Halbleiter, aber auch ein Nichtleiter wie Mica od#n Polymer. Durch die feste Unterlage
erhalt man Zugang zu einer ganzen Reihe oberfl&emsitiver experimenteller Techniken,
wie Rontgen- und Neutronenreflektometrie [17], Rlasenspektroskopie und Ellipsometrie
[18], sowie zahlreichen Rastermikroskopische Me#mod 9].

Sackmann unterscheidet drei Mdglichkeiten, wie Klataktflache zwischen Lipidmembran

und festem Substrat aussehen kann [20]:

i) Die Membran liegt direkt auf dem Substrat auf usdentweder kovalent oder
ionisch angebunden.

i) Zwischen Membran und Substrat befindet sich eineadiinne (ca. 1-2nm)
Wasserschicht.

i) Zwischen Membran und Substrat befindet sich eiremflls diinne Schicht eines

weichen, hydratisierten Polymer Films.

Die Ublichen Herstellungsmethoden beinhalten diehfig&ken Langmuir Blodgett Transfer,

Selbstorganisation in flissiger Umgebung sowie k&dgision [21].

Bei der Langmuir Blodgett Technik wird zunéchsteeiNlonolage des Lipids auf einer

Wasseroberflache hergestellt. Durch einen bewegicBchieber kann man die Lipidschicht
so weit komprimieren, bis die Molekile eine diclweBackung bilden. Dann taucht man ein
sauberes, hydrophiles Substrat in die Flussigkeitl zieht es wieder heraus. Beim

Herausziehen bildet sich ein Monolayer des Lipidédem Substrat. Dieser Vorgang kann
wiederholt werden, um Mehrfachschichten zu erzeugen

Bei Selbstorganisation in Flissigkeiten verwendanmpezifische Bindungstendenzen, um
Molekulschichten kovalent an Substrate zu bindenk&n man beispielsweise eine Schicht

von Mercaptoalkanen auf ein Gold-Substrat aufbrnge
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Bei der Vesikelfusion setzt man die hydrophile Glkehe des Substrates einer
vesikelhaltigen Losung aus. Dadurch kommt es zloiuBg einer Lipid Doppelschicht auf
dem Substrat. Hierbei unterscheidet Radler [22keen zwei verschiedenen Mechanismen,

die abhangig von der OberflachenbeschaffenheiSdbstrates dominieren (Abb. 2.3).

A -

00RRAANANEARN0RO
m&@waﬁ .\z"

Abb. 2.3 Mechanismen der Vesikelfusion auf einstarieSubstrat (ibernommen aus [22])

Im oberen Fall breitet sich die Membran in eindlereden Bewegung aus. Die Lipidmolekile
werden direkt an der Substratoberflache adsorBrertlass sich kein Wasserfilm unter der
Membran ausbildet. Dieser Mechanismus ist dominaetin das Substrat die Tendenz hat,
die Membran zu dehydrieren. Dies ist z. B. bei Gafwie einigen mit Proteinen bedeckten
Oberflachen der Fall.

Im zweiten Mechanismus breitet sich die Membragiirer rutschenden Bewegung auf einer
dinnen Wasserschicht aus. Dies geschieht bei sghophilen Substratoberflachen. Die

Wasserschicht bleibt unter der fertigen Membrandbes.

Ottova beschreibt noch eine weitere Methode zueliyung festkorpergestitzer Membranen
[23]. Hierbei wird ein mit Teflon umhiiliter Metalldht (z. B. Platin) in eine Lipid
enthaltende Losung getaucht und am Ende mit eingmarien Messer durchgeschnitten.
Danach wird der Draht in eine wassrige Elektrolyisung getaucht, wobei sich an der
Schnittflache eine Membran bildet.

Eine Modifikation dieser Technik, bei der anstalaes Teflon umhdllten Platin Drahtes ein
mit Agarose-Gel geflillter Teflon Schlauch verwendetd, erlaubt die Herstellung einer
Membran, die auf einer Hydrogel Schicht aufliedp-BiLM).
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2.1.5 Angebundene Lipidmembranen (t-BLMs)

Das Konzept der festkérperunterstitzten Membrarsgnelmige schwerwiegende Nachteile.
So kann die fehlende chemische Bindung zwischest&ihund Membran zu einer Ablésung
oder der Ersetzung der Membran durch andere obkéiéaktive Substanzen fihren. Deshalb
ist die Lebensdauer fir praktikable Anwendungendar Sensorik nicht ausreichend.
AulBerdem stellt die dinne Wasserschicht unter Membran nicht genigend Platz far
Proteine mit grof3en Extramembrandomanen zur VengiglDadurch kann es zu starken
Wechselwirkungen zwischen Substrat und Protein kemmdie Folgen sind eingeschrankte
Funktionalitat oder gar Denaturierung des Protefgh fehlt ein lonenreservoir unterhalb
der Membran. Dadurch wird die Messung von lonensérd durch eingebaute lonenkanéle
problematisch.

Ein Konzept zur Beseitigung dieser Probleme betehalie Weiterfiihrung eines Ansatzes,
der schon bei den s-BLMs gemacht wurde: die Einfii@r des ,tether-layers® (engl.
angebundene Schicht). Dieser ist ein zusatzlichesktBrelement welches sich zwischen
Substrat und Membran befindet und eine kovalentellBig mit (einigen) Lipidmolekilen
herstellt. Dies sorgt fur eine mechanische Staéilisg, die Bereitstellung von ausreichend
Platz unterhalb der Membran und bei Verwendung seihgdrobhilen tether-layers die
Erzeugung eines lonenreservoirs.

Im Laufe der Jahre wurden viele synthetische Amrsé&erfolgt, um eine solche Struktur zu

erzeugen [24]. Drei dieser Ansétze sollen hier kungestellt werden.
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Abb. 2.4 Drei Ansatze fir einen tether-layers

Im “top-down” Ansatz (Abb. 2.4 a)) wird zundchst der Wasser/Luft Grenzflache ein
Monolayer aus einer Lipidpolymer/Lipid Mischung bestellt und dieser auf ein
funktionalisiertes Substrat aufgebracht. Die Fumdiisierung des Substrates erlaubt die
kovalente Bindung mit dem Polymer, z.B. Uber Betmwmmn Gruppen. [25] Im zweiten
Schritt erfolgt die Bildung der zweiten Lipidschidurch LB-Transfer oder Vesikelfusion.
Das ,bottom-up“ Vorgehen (Abb. 2.4 b)) sieht einmmsatzlichen Schritt vor. Hier wird
zunachst nur ein Polymerfilm auf eine vorher fuoktilisierte feste Oberflache aufgebracht.
Danach bringt man durch LB-Transfer eine Lage Lipatekile auf, die teilweise so
funktionalisiert sind, dass sie kovalent an dieyR@rschicht binden [26]. Danach erfolgt
wieder LB-Transfer oder Vesikelfusion der zweitapitischicht.

Diese beiden recht ahnlichen Wege erlauben einémmadex Kontrolle Uber die Beschaffenheit
des Membransystems. [27, 28] Allerdings sind dierté/&ir Widerstande und Kapazitaten

dieser Membranen wesendlich schlechter als digreden Membranen.
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Ein anderer Ansatz setzt auf so genannte ,telexdfel(Abb. 2.4 c)) Dies sind speziell
entwickelte Molekiile, die eine Ankergruppe fur gaseilige Substrat besitzen, an der sich
eine oligomere Kette als Abstandshalter befindetderen Ende ein amphiphiler Molekulteil
gebunden ist. Durch Selbstorganisation dieser Midéekauf dem Substrat entsteht ein
Monolayer, der wiederum durch LB-Transfer oder YeBusion zum Bilayer vervollstandigt
werden kann.

Bei diesem Weg verwendet man ein einziges Molekal ,&omplettldsung®, was die
Variationsmaoglichkeiten erheblich einschrankt. Daigt dieses System relativ einfach
herzustellen. Die resultierenden Membranen weidektresche Eigenschaften auf, die mit
denen freistehender Membranen vergleichbar sinchir@ahe derartige Ein-Molekul-
Losungen wurden in der Literatur vorgestellt. [29-3

Aufgrund der Wichtigkeit fur diese Arbeit soll hibesonders der Ansatz von Schiller el al.
von 2003 aufgefuhrt werden. Sie stellten das Mdlek3-di-O-phytanyl-sn-glycerol-1-
tetraethylenglycol-D,Le-liponséureesterlipid (DPTL) vor.

o
(Y\/\)j\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/\o/\)\/\/'\/\/'\/\/k

S—Ss H
O.

\ AN J
Y Y gl

Schwefel Anker hydrophiler Tether hydrophobe Lipid Einheit

Abb. 2.5 Struktur von DPTL [31]

DPTL besitzt einen Anker aus Liponsaure, mit demare§old Oberflachen binden kann. Der
Abstandshalter (der im Folgenden, aufgrund der miwadten Ubersetzung, ,Tether* genannt
wird) aus vier Ethylenglykol Einheiten enthalt naydrolysestabile Ether Bindungen. Als
Lipid Komponente wurden zwei Phytanyl-Ketten tber chirale Glycerol Einheit mit dem
Tether verbunden. Diese verzweigten Alkylkettenisere durch die Verzweigungen eine sehr
niedrige Ubergangstemperatur von < -80°C auf, wdltlsie bei Raumtemperatur sehr fluide
Membranen bilden. Das gesamte Design des Molekidsdev in Anlehnung an die
Lipidmembranen von Archaea Bakterien entwickelt, lclwe aufgrund der extremen

Lebensbedingungen der Mikroben eine hohe Stabdlitéweisen.
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Besonders in Kombination mit der Verwendung vomafihichem Template Stripped Gold
[32] konnten durch Selbstorganisation dieser Vetbng aus Ethanol, gefolgt von
Vesikelfusion, Membranen mit sehr guten Eigensemdlfiergestellt werden.

Auf der Basis dieser Molekularchitektur wurde eiganze Familie von Tetherlipiden
hergestellt [33]. Dies erlaubt die Herstellung weBlLMs auch auf Oberflachen wie Silizium
oder Glas durch Verwendung von Silan-Ankergruppgerderdem wurden die Ankergruppen
so modifiziert, dass es mdglich ist, durch die Walgls Tetherlipids die Dichte der
resultierenden Membran zu bestimmen. Dies erlaigboptimale Abstimmung der Membran

auf das jeweils zu untersuchende Protein.
2.2 Elektrochemische Impedanz Spektroskopie
2.2.1 Einleitung

Elektrische Impedanz Spektroskopie (electrical idgmeEe spectroscopy, EIS) ist eine
Technik, die von Materialwissenschaftlern und Hietthemikern seit den 70er Jahren
eingesetzt wird [34]. Obwohl sie urspringlich emalt wurde, um Korrosionsphdnomene
an Metallen zu untersuchen, eignet sie sich auchiolragend zur Charakterisierung der
elektrischen Eigenschaften von biologischen Systej@8]. Sie ist nicht invasiv und erlaubt

die Untersuchung biologische Systeme in ihrer tiatien Umgebung.
2.2.2 Physikalischer Hindergrund

Das Ohmsche Gesetz beschreibt den Zusammenhanghewisngelegter Spannung und
Stromstarke im Gleichstromkreis.

_U
= (2.1)

Die Proportionalitatskonstante zwischen Spannunguidi Stromstérke | ist also der
Widerstand R. Der Widerstand ist die Fahigkeit sist¢offes, dem Fluss von elektrischer
Ladung zu widerstehen. Er geht zurick auf den §pelaen Widerstand, der als
Materialkonstante unabhangig von den Dimensionenba¢rachteten Stoffes ist, wobei | die

Lange und A die Flache des Leiters sind.

R="’—A[I 2.2)
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Die Einheit des Widerstandes ist das Ofinso dass der spezifische Widerstanith Q [cm
angegeben wird. Oft findet man in der Literaturladee spezifische Leitfahigkett, die der
Kehrwert vonp ist.

Der lineare Zusammenhang zwischen Spannung undnSiicke gilt aber nur fur einen
Spezialfall: den perfekten Widerstand. Die realeltWeigt ein wesendlich komplexeres,
nichtlineares Verhalten, daher wurde das Prinzidrdpedanz eingefihrt. Die Impedanz Z ist
die Fahigkeit eines Stoffes, dem Fluss einer Wdsparnung zu widerstehen. Dabei gilt

analog zum Ohmschen Gesetz:

| = (2.3)

Diese Beziehung ist nur dann gegeben, wenn die gimgsamplitude sehr klein ist (man
spricht auch von pseudolinearem Verhalten). Deslalbeitet man in der Impedanz
Spektroskopie mit Spannungen von maximal 25mV.

Im Wechselstromkreis sind die Angaben von Stromd 8pannung in Form von einfachen
Zahlen nicht ausreichend, da es sich bei ihnen eitfich veranderte Gré3en handelt. Man

muss ebenfalls ihre Phasenverschiebung zueinandeban.

6=30

1,0 i — Spannung
—— Stromstarke

12|=2

0,0 T T T T T
/3‘0 60 90

0,5

Betrag (Spannung oder Stromstarke)

-1,0 4

Abb. 2.6 Bespiel fur das Verhalten von SpannungStremstéarke im Wechselstromkreis
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Das Beispiel in Abb. 2.6 zeigt, wie das Verhalmis Spannung und Stromstarke durch zwei
Angaben charakterisiert wird. Die Stromstarke leifr der Spannung um 30° voraus, dies ist
die Phasenverschiebun®. Das Verhéltnis der absoluten Werte von Spannund u

Stromstarke ist hier 2, dies ist der Betrag der ddgmz, |Z|, manchmal auch Modulus
genannt.

Daraus folgt, dass man die Impedanz auch als VektdPolarkoordinatensystem darstellen

kann.

A A
Imaginarteil der Impedanz

\ 4
v

Realteil der Impedanz

Abb. 2.7 Die Impedanz als Vektor

Im linken Teil von Abb. 2.7 ist die Impedanz alski& in einem Polarkoordinatensystem
dargestellt, wobei der Betrag der Impedanz die kangd die Phasenverschiebung den
Winkel des Vektors festlegen. Transformiert mansdi kartesischen Koordinaten, so
bezeichnet man die X-Achse als Realteil, die Y-Achls Imaginarteil der Impedanz. Somit
ist die Impedanz eine komplexe Zahl. Dieser Zusanimaeg lasst sich auch mit der Euler
Beziehung darstellen.

Z=27,&xp(O) (2.4)

2.2.3 Messprinzip

Die Messung eines Impedanz Spektrums erfolgt UimeDeei-Elektroden System bestehend
aus Arbeitselektrode (die Goldschicht), Refererktabele (ein Pt-Draht) und Gegenelektrode
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(eine  Ag/AgCl Elektrode). Die vom Wellengeneratorrzerigten sinusférmigen
Spannungssignale definierter Frequenz werden aeritdrbund Referenzelektrode angelegt
und die resultierende Stromstarke (d.h. ihre Phas® ihr Betrag) wird gemessen. Die
Gegenelektrode dient nur zum Ausgleich der Ladungean misst also die Impedanz
zwischen Arbeits- und Referenzelektrode. Dies wieole man nun fir viele andere
Frequenzen Uber mehrere GrofRenordnungen des Fesge&irums. Die so erhaltenen Daten
kann man auf verschiedene Arten darstellen: im Beldetragt man den Logarithmus von |Z|
sowie die Phasenverschiebur® gegen den Logarithmus der Messfrequenz auf. Dikeran
Darstellungsweise, der Niquist Plot macht Gebrawarhder komplexen Natur der Impedanz:
man tragt den Imaginarteil gegen den Realteil dig, Frequenz taucht nicht auf. Beide
Darstellungsweisen haben Vor- und Nachteile, wdmad von Beispielen deutlich gemacht
werden soll.

Informationen Uber das tatsachliche physikalisciisteésn erhéalt man nun, indem man die
erhaltenen Daten mit bestimmten Modellschaltkreiservergleicht. Diese
Aquivalenzschaltkreise bestehen meistens nur aealed physikalischen Bauteilen, wie

Widerstand, Kondensator oder Spule.

2.2.4 Aquivalenzschaltkreise

i) Der Ohmsche Widerstand

Beim idealen Ohmschen Widerstand reagiert die Sttérke sofort auf Anderungen der
Spannung. Die Phasenverschiebung im Bode Planister null. Au3erdem ist der Betrag der
Impedanz unabhangig von der Frequenz der Spanralsg,eine konstante Zahl. Da der
Winkel ® in Abb. 2.8 immer null ist, ist auch der Imagiméirder Impedanz immer null und

der Niquist Plot ist nur ein einziger Punkt.
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Abb. 2.8 Bode- und Niquist Plot fur einen idealdm®@schen Widerstand

Beispiele fur einen idealen Widerstand sind Eldigttbsungen und Kabelverbindungen.

i) Der Kondensator

Ein Kondensator besteht aus zwei leitfahigen Riatthe durch eine Schicht eines nicht
leitenden Materials (Dielektrikum) getrennt sinckid Anlegen einer Gleichspannung an die
beiden Platten kommt es zum Aufladevorgang, bei der der einen Platte ein
Elektronentiberschuss, an der anderen ein Elekinozegel erzeugt wird. Wahrend dieses
Vorganges flie3t Strom, der mit zunehmendem Ladamdsmmer geringer wird.

Im Wechselstromkreis ist ein kontinuierliches Fialdyon Ladungen maoglich, da die beiden
Platten durch die Oszillation der Spannung zunagetaden, danach entladen und mit
umgedrehtem Vorzeichen wieder geladen werden. Eierkommt es zu einer
Phasenverschiebung von 90° zwischen angelegtern8pgnund Stromstarke. Aus einem
sinusférmigen Spannungssignal entsteht also eininksi®rmiges Stromsignal. Die
Stromstéarke erreicht ein Maximum, wenn die Anderdeg Spannung beim Nulldurchgang
maximal ist. Dies ist anhand des beschriebenenarfmegs verstandlich: beim Nulldurchgang
der Spannung wird an die negativ aufgeladene Pla¢® Kondensators eine positive
Spannung angelegt. Dies fiihrt verstandlicherwaiseizer hohen Stromstarke. Die Grol3e der
Stromstarke durch einen Kondensator héngt somith awon der Frequenz der
Wechselspannung ab. Bei hohen Frequenzen andertdigicSpannung sehr schnell und die

Stromstarke wird grof3. Bei sehr niedrigen Frequenméhert sich das Verhalten des



18 Theoretische Grundlagen

Kondensators dem im Gleichstromkreis an: seine ttape wird unendlich grof3. Im Bode
Plot ist der Betrag der Impedanz eine lineare Ranknit der Steigung -1.

Da die Phasenverschiebung in Abb. 2.9 immer 9Q&bgtist der Realteil der Impedanz beim
Kondensator immer null. Die Impedanz errechnet siech der Kapazitat C und der Frequenz

des Spannungssignals f:

. 1
Z =i - 2.5
Kondensato |: Zﬁc} ( )

Die Kapazitat wird durch die Flache der Platterdéren Abstand d sowie die

Dielektrizitdtskonstante des Dielektrikumbestimmt:

(2.6)

£0=8,85x10™ pF/cm? ist die Dielektrizitatskonstante des Vakuueise Naturkonstante.
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Abb. 2.9 Bode- und Niquist Plot fur einen Kondeoisat

Ein wichtiges Bespiel fir einen Kondensator istelegktrische Doppelschicht (siehe Kapitel
2.3).

iii) Die Randles Zelle
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Die Randles Zelle ist eine einfache, aber niutzli€bmbination von Widerstanden und einem
Kondensator. Sie beschreibt das Verhalten eine®grseiz.B. einer Metallplatte, welche mit
einem Nichtleiter (z.B. einer organischen Schiclitberzogen ist, welche in eine
Elektrolytldsung eintaucht. lhr Schaltbild siehlgiendermalien aus:

R2
R1
Cy
Abb. 2.10 Schaltbild einer Randles Zelle

Der Widerstand Rreprasentiert die Elektrolytldsung zwischen defeRezelektrode und der
Oberflache der organischen Schicht (Arbeitseleldyo&eine GrolRe ist abhangig von der
lonenstéarke der Lésung und auch ihrer Temperatur.

Der Kondensator Csteht fur die organische, nicht leitende Schictitder Elektrode, die wie
ein Dielektrikum wirkt. Die beiden Platten des Kendators sind die Elektrode selbst und die
Elektrolytlosung. Die Kapazitat von;Qvird durch die Dicke der Beschichtung sowie deren
Dielektrizitatskonstante bestimmt. (Gl. 2.6) Dierhleibende Leitfahigkeit der organischen
Schicht sowie mégliche Defekte werden durch denéfgihnd R beriicksichtigt. In einem
perfekten System, also einer vollstdndig geschimsseorganischen Schicht die keine
Leitfahigkeit besitzt ware Runendlich grol3.

Abb. 2.11 zeigt Bode- und Niquist-Plot fur eine Ries Zelle mit den Werten;R500Q,
R,=1x1FQ und G=1x10°F.
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Abb. 2.11 Bode- und Niquist-Plot fur eine RandlebeZ
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Beim Betrachten der Extremfalle von sehr hohen sgidr niedrigen Frequenzen lassen sich
diese Plots gut verstehen.

Bei sehr hohen Frequenzen wird der Realteil derettapz des Kondensators nach Gl. 2.5
sehr klein. Dadurch wird der dazu parallele Widmrdt R, der eine viel hthere Impedanz
besitzt, kurzgeschlossen. Damit ist R diesem Frequenzbereich das einzige Element mit
messbarer Impedanz. Daher kann man den Widerstaraah |Ber |Z| Kurve im rechten Tell
des Bode Plots ablesen. Auch die Phasenverschidimirigphen Frequenzen wird durch den
Widerstand Rdominiert und ist somit 0°.

Bei sehr niedrigen Frequenzen wird |Z| sehr graitiuch fliel3t fast aller Strom durch den
parallelen WiderstandJRso als ob die Kapazitat nicht vorhanden wére. iBeenbleibt eine
Reihenschaltung zweier Widerstande deren Impedasm¢naddieren. Dies sieht man im
horizontalen Teilstlick der |Z| Funktion an der énkSeite des Bode Plots.

Bei mittleren Frequenzen kann die Kapazitat niolachlassigt werden. Der Betrag der
Impedanz liegt zwischen den beiden Extremen. Degg8hg ist -1, wie es fur eine Kapazitat

zu erwarten ist. Auch die Phasenverschiebung tiegt90°.

2.2.5 Bestimmung von Parametern realer Systeme

Im Laufe dieser Arbeit werden weitere, komplexeredglle entwickelt werden um die
entsprechenden Systeme zu beschreiben. An dielliEngteeines Modellsystems muss mit
Vorsicht herangegangen werden. So ist es sehrcbinfurch Kombination einer grof3en Zahl
von Elementen ein Modell zu erstellen, welches fast alle Impedanzdaten passt. Es ist
jedoch immer wichtig, die physikalische Rechtfartig fir die einzelnen Bauteile im Auge
zu behalten.

Dies gilt besonders bei der Verwendung von nicbtidn Bauteilen. So lasst sich z.B. statt
eines Kondensators ein Constant Phase Element (@twenden. Dies besteht aus einer
Verteilung paralleler Kondensatoren und kann eindese Phasenverschiebung als -90°
besitzen.

Die Bestimmung der Parameter der einzelnen Bauteit® Widerstdnde und Kapazitaten
erfolgt Uber die Methode der kleinsten Fehlerquadraach einem nicht-linearen Fit
Algorithmus. Dabei werden der Software Startweede Blarameter gegeben, die dann an die
experimentellen Daten angepasst werden.

Im Auswertungsteil dieser Arbeit werden anstelle M&uist Plots der Impedanz immer die

Niquist Plots der Admittanz dargestellt. Diese maben Vorteil, dass man Kapazitaten direkt
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ablesen kann. Die Admittanz, auch komplexer Leitwgenannt ist der Kehrwert der

Impedanz.
2.3 Die Elektrochemische Doppelschicht

Taucht eine oberflachlich geladene Metallelektrodeine Elektrolytldsung ein, so kommt es
an der Grenzflache zwischen fester und flissigeras@®h zur Ausbildung einer
elekrochemischen Doppelschicht. Dabei ist es uididie ob die Ladung an der Elektrode
durch einen Redox-Vorgang oder eine an die Elektradgeschlossene Spannungsquelle
zustande kommt. Die Doppelschicht entsteht daduddass in der Losung enthaltene,
solvatisierte lonen bestrebt sind, sich der gedeldd geladenen Elektrode so weit zu
nahern, wie es ihre Hydrathille erlaubt. Somit tetisn zwei gegensatzlich geladene
Schichten im Abstand von a/2 (dem halben Durchmedse solvatisierten lonen). Dieses
einfachste Modell der elektrischen Doppelschichtdeuwon Helmholtz entwickelt und wird

als starre Doppelschicht bezeichnet.
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Abb. 2.12 Schematische Darstellung der Stern Deppéaiht

—/

starre Doppelschicht diffuse Doppelschicht

Diese Helmholtzschicht verhalt sich wie ein Pldttamensator mit dem Plattenabstand von
a/2. Ein genaueres Modell von Gouy-Chapman beréiokgt auch Diffusionseffekte von
lonen, welche die starre Struktur der Helmholzdohaufbrechen. Das Stern-Modell (Abb.

2.12) verbindet die beiden Extrema und beschregoPtiasengrenze als eine Reihenschaltung
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der starren Helmholtz- sowie der diffusen DoppetduthKapazitat. Da der Einfluss der
diffusen Doppelschicht erst bei niedriger lonenlenteation an Bedeutung gewinianter0O,1

mol/l) kommt der Haupteffekt in dieser Arbeit hasgathlich durch die Helmholtz Schicht
zustande. Der Literatur zufolge besitzt die Helmth@chicht auf einer glatten Elektrode
Kapazitaten zwischen 5 und 5(F/cm? [36]. Dieser Wert ist abhéangig von Metallart,
Lésungszusammensetzung, lonenstarke und Temperaturauen Oberflachen kann die

Kapazitat bis zu 1000 mal héher sein.
2.4 Oberflachenplasmonen Spektroskopie
2.4.1 Oberflachenplasmonen

Durch optische Bestrahlung bestimmter Metalle widBzGold oder Silber, ist es méglich,
deren Elektronengas an der Grenzflache zu einenekdigkum zu kollektiven Oszillationen
anzuregen, welche sich parallel zur Metalloberfiachausbreiten [37]. Diese,
Oberflachenplasmonen (engl. surface plasmons, &®mpten Schwingungen sind immer p-
polarisiert und werden durch eine starke Dampfumdhier Ausbreitungsrichtung schnell in
Warme umgewandelt [38].

Die Anregung eines Oberflachenplasmons durch eiefallenden Lichtstrahl ist nur

maglich, wenn die Wellenvektorkomponente des Photon Ausbreitungsrichtungkg,,,

gleich der Wellenzahl des zu erzeugenden Plasmians ist (Impulserhaltung). Die

Wellenzahl des Plasmons ist eine Funktion der esekten Eigenschaften des Metalls und
des umgebenden Dielektrikums.

Die Impulserhaltung ist in den meisten Fallen nigegeben, weilk;,, zu klein ist. Eine

Maglichkeit, den Impuls des einfallenden Photongehdhen ist die Prismenkopplung. Dabei
wird der Lichtstrahl durch ein optisch dichtes Medi(das Prisma) auf die Metalloberflache

gestrahlt. Des Weiteren idt,,, abhangig von dem Einfallswinkel des LichtstrainisBezug

auf die Normale der Metalloberflache.

Kenp = |Kpn| SINO (2.7)
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Durch Modifikation des Einfallswinkel® ist es also mdglich, die Plasmonenresonanz zu
ermoglichen oder zu verbieten. Dieses Prinzip macah sich in der Plasmonenresonanz

Spektroskopie zunutze.

2.4.2 Prinzip der Oberflachenplasmonen Spektrogkopi

Die haufigste, auch in dieser Arbeit verwendete liRieaung der Oberflachenplasmonen
Spektroskopie nennt man Kretschmann Konfigurati@abei féllt der p-polarisierte
Lichtstrahl (Laser) durch ein Prisma unter einenmk®l grol3er als dem kritischen Winkel der
Totalreflexion auf eine ca. 50nm dicke, aufgedam@bldschicht, an deren Rickseite sich
das Dielektrikum befindet. Dabei fallt die Kompotendes elektrischen Feldes des
Lichtstrahls senkrecht zur Metalloberflache,)(Exponentiell mit der Eindringtiefe ab und
erzeugt so ein evaneszentes Feld im Metall. UreeBédingung der Impulserhaltung werden
dadurch an der, dem Prisma abgewandten Seite deiscbacht, Oberflachenplasmonen
erzeugt. Dies wird am Detektor anhand eines Int&ssninimums des reflektierten Strahls
beim passenden Einfallswinkel sichtbar.

Werden nun dinne, dielektrische Schichten auf dikel€&hicht aufgebracht, so verandert sich
der Winkel, bei dem die Plasmonenresonanz auft@tund dafir ist der verénderte
Brechungsindex im Bereich des evaneszenten Feldes.
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© ) Detektor
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Goldschicht
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Dielektrikum

Oberflachenplasmon

Abb. 2.13 Kretschmann Konfiguration eines Oberfégilasmonen Spekrometers

2.4.3 Verschiedene Messmodi in der Oberflachenplasm Spektroskopie

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Messtigeimder Plasmononenspektroskopie
verwendet. Beim winkelabhéngigen Scan wird mith#diees Goniometers ein bestimmter
Winkelbereich abgefahren und in regelmaligen Aloéndie reflektierte Intensitat

gemessen. Durch die Verwendung geeigneter Moddld Jst es mdglich, aus den

Winkel/Intensitat Wertepaaren einer solchen Messhbieigbekanntem Brechungsindex des
Materials die Dicke des Filmes zu bestimmen, odegekehtrt.

Im kinetischen Modus wird die Messung bei einemteiesWinkel durchgefuhrt, der

Ublicherweise etwas kleiner ist, als der Plasmmsamanzwinkel der reinen Goldschicht
[39]. Nun kann der zu untersuchende Prozess (ginB. Vesikelfusion) durchgefiihrt werden.
Die Erzeugung eines dielektrischen dinnen Films derf Goldoberflache ist durch eine

Erniedrigung der reflektierten Intensitat deteliaar
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2.5 Hydrogele

Hydrogele sind definiert als ein Netzwerk von hyahiten Polymeren. Diese Hydrophilie
kann durch polare Gruppen in der Seitenkette Rdbyvinylalkohol, Polyacrylamid) oder im
Polymerriickrad (z.B. Polyethylenoxid) zustande kanmDurch die Hydrophilie ist es flr
das Polymer energetisch gunstig, moéglichst vielss®anolekile zu koordinieren. Dabei ist
es jedoch aufgrund der Vernetzung nicht mdglickssdsich das Polymer vollstandig im
Wasser lost. Stattdessen quillt das Polymer beitédarmit Wasser nur und kann dadurch

sein Volumen um das bis zu tausendfache erh6hen.

Maschengroélie

<«— Vernetzungspunkt

Wasser

—>

<—
kollabierter externe Stimuli gequollener
Zustand Zustand

Abb. 2.14 Schematische Darstellung eines Hydrogels

Der Weg zurick zum ,trockenen* Zustand erfolgt rdigr Zeit durch Verdunsten des
Wassers. Da aber die Wechselwirkung zwischen WasgkiPolymer so attraktiv ist, dauert
dies erheblich langer als der Verdunstungsvorgangr egleichen Menge ungebundenen
Wassers.

Eine besondere Klasse sind responsive Hydrogele BH) diesen Strukturen ist der Weg
zurick zum Kkollabierten Zustand durch besonderen@itimoglich. Beispiele dafir sind

Anderungen in der Temperatur, im pH oder im DruEkese Stimuli bewirken eine

Veranderung der energetischen Verhéltnisse am kggtlravodurch die Wechselwirkung mit
Wasser repulsiv wird. Dadurch wird das Wasser aums &Gel verdrangt und es kollabiert. In
dieser Arbeit wird ein Vertreter der thermorespwesi Hydrogele verwendet: Poly(N-

Isopropylacrylamid) (PNIPAAM).



26 Theoretische Grundlagen
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Durch Polymerisation des NIPAAm Monomers mit einbkiiuktionalen Vernetzer kann ein

Abb. 2.15 Struktur von PNIPAAM

Hydrogelnetzwerk hergestellt werden.

Dieses Polymer wurde in der Literatur bereits istenbeschrieben [41]. Es ist von
besonderem Interesse, weil es eine inverse Logitbhleim Erhitzen besitzt (normalerweise
steigt die Loslichkeit mit der Temperatur). Die Kpstemperatur (lower critical solution
temperature, LCST) liegt abhangig von seiner Mikddur zwischen 30 und 35°C. Der
Grund fur das spezielle Verhalten bei Temperatatauhg liegt im Zusammenspiel zwischen
Enthalpie und Entropie. Durch die Amidbindung istasd Polymer zur
Wasserstoffbriickenbildung mit umgebenden Wassekilde befahigt, was fur eine
negative Mischenthalpie sorgt. Dazu ist jedoch &esondere Ausrichtung der Polymerkette
innerhalb der Wasserstoffbrickenstruktur des Wassetwendig. Besonders im Bereich der
hydrophoben Isopropyl-Seitenkette muissen die Wasdekile eine besondere, in der
Literatur als klathratartig beschriebene [42] Stoukeinnehmen. Dies fuhrt zu einer starken
Verringerung der Entropie beim Mischen (negati%&). Die freie Gibbs’'sche Enthalpie fur
den Mischvorgang berechnet sich nach der bekaraenel:

AG =AH -T[AS (2.8)

Ab einer bestimmten Temperatur, der LCST Uberwikgt Entropieterm den Enthalpieterm,
die freie Mischenthalpie wird positiv und Phasemsapon tritt ein. Dieser Vorgang ist
reversibel, durch Erniedrigung der Temperatur kalas Hydrogel wieder zum Quellen
gebracht werden.

Eine wichtige Eigenschaft eines Polymernetzerkéss&ne MaschengroR€ Diese ist
definiert als das Molekulargewicht zwischen dennétzungspunkten. Je mehr Vernetzer-
Molekule bei der Polymerisation verwendet wurdesgstd kleiner ist die Maschengrof3e des

Hydrogels und desto geringer ist die Penetrierbbades Gels.
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Neben Anwendungen in alltdglichen Gegenstanderkwrgaktlinsen und Babywindeln wird
der Einsatz von Hydrogelen zum Transport biologiakhiver Stoffe im Kdrper diskutiert
[43]. Die Idee ist es, Wirkstoffe in Hydrogelkapsadinzuschlie3en die in die Blutbahn des
Patienten gelangen und an einer genau definiertelte 3m Korper kollabieren, wobei der

Wirkstoff freigesetzt wird.



3. Zielsetzung dieser Arbeit

3.1 Einleitung

Wie bereits erwahnt, ist es das Ziel dieser ArbeBLMs durch den Einschluss in ein
Hydrogel mechanisch zu stabilisieren und vor denstacknen zu schitzen. Dabei sollen
zwei Ansatze verfolgt und miteinander verglichen rde®m: zum einen soll die
Hydrogelschicht auf die Membran gelegt, zum andereithilfe eines modifizierten
Lipidmolekils kovalent an sie gebunden werden. Burmopedanz Spektroskopie soll der
Einfluss des Hydrogels auf die elektrischen Eighaien der Membran untersucht werden.
AulRerdem soll nach der Hydrogelapplikation ein Mesmiprotein eingebaut werden und
dessen Funktionsfahigkeit nachgewiesen werden. iohdurd der Beweis erbracht, dass die
Membran durch das Hydrogel nicht zerstort wird. Isiteren ist es natlrlich notwendig zu
zeigen, dass die Aufbringung einer Hydrogelschieltsachlich Vorteile bei der Stabilitat
bietet und vor dem Austrocknen schiitzt.

Abb. 3.1 zeigt den schematischen ,Bauplan® fur ez ustellende System.

L J T
Ultraflaches Template
stripped Gold

Bilayer mit und ohne
funktionale Gruppen

N i/

Membran mit appliziertem System mit eingebautem
Hydrogel lonenkarrier

Abb. 3.1 Bauplan fur das herzustellende System
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3.2 Template Stripped Gold

Da die elektrischen Eigenschaften des Systems gemeserden sollen, ist es ndtig, ein
leitfahiges Material als Unterlage der Membran zrwenden. Aufgrund der niedrigen
Rauhigkeit bietet sich das vorher schon erwahnteplate Stripped Gold (TSG) an.

Dazu dampft man eine diinne Goldschicht auf dieeaxiglatte Oberflache eines gereinigten
Silizium Wafers. Mithilfe eines Epoxyt-Harzes klaiian dann auf diese Goldschicht einen
Objekttrager aus Glas. Nach dem Ausharten des Kekann man nun mithilfe eines
Skalpells den Glastrager von Silizium abziehenipjsén). Da die Goldschicht am Kleber
besser haftet als am Silizium erhalt man somit reigdastrager, auf den eine dinne
Goldschicht geklebt ist. An der Aul3enseite besitas Gold die extrem hohe Glatte des
Siliziums (Abb. 3,2).

Gold Glas
aufdampfen ankleben
Silizium
B Strippen eeeeessm——  K|eber

»

I ' Gl

Abb. 3.2 Herstellung von Template Stripped Gold

3.3 DPTL Monolayer

Aufgrund ihrer Fahigkeit hervorragende Membraneszabilden, werden in dieser Arbeit
DPTL Monolayer verwendet. Die Monolayer sollen dui8elbstorganisation aus flissiger
Phase entstehen. Zur Herstellung wird DPTL in teo&m Ethanol geldst und der frisch
gestrippte Gold Trager fur eine Zeit von 24 Stundarin eingelegt. Diese Zeitspanne ergab
sich aus Erfahrungswerten in unserer Gruppe.

Selbstorganisation ist ein komplexer Vorgang deshnoicht vollstandig verstanden ist. Das
Grundkonzept ist die spontane, spezifische Wechdelng zwischen zwei molekularen
Einheiten. Die dabei entstehende Struktur hat rieigenschaften, die von der Natur der
Wechselwirkung sowie der réaumlichen Anordnung deinzednen Komponenten
abhangen.[44]
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Es wurde an Alkylthiolen gezeigt, dass die Kinetds Selbstorganisationsprozesses in zwei
Stufen ablauft. Die erste Stufe ist ein sehr s¢ané&lrozess von einigen Minuten, in denen
Dicke und Kontaktwinkel des Monolayers etwa 80-9%0%&r Endwerte erreichen. Es handelt
sich um einen diffusionskontrollierten Prozess ders$seschwindigkeit stark von der
Konzentration des Alkylthiols abhangt. Im zweitech8tt, der mehrere Stunden dauert,
nehmen die vorher ungeordneten Alkylketten einerdjezie, zweidimensional kristalline
Struktur ein. [45]

Die homolytische Starke der Gold-Schwefel Bindusgmit 185 kJ/mol extrem hoch [46]
was die hohe Stabilitat der so erzeugten Monolayklart. Disulfide, wie die im DPTL
vorkommenden Liponsauregruppen reagieren unteratxel Addition der S-S-Bindung an
die Goldoberflache.

RS—SR + 4Au® —— » 2RS Au*. Au° (3.1)

Der DPTL Monolayer hat mit einem Kontaktwinkel vd®4° eine ziemlich hydrophobe
Oberflache [32]. Dies ist fur die im nachsten Sithivlgende Vesikelfusion von groR3er
Bedeutung.

3.4 Herstellung des Bilayers

Die Vervollstandigung des Monolayers zum Bilayefiokgt in dieser Arbeit meistens durch
Vesikelfusion. Die Vesikel werden durch Extrusianeg Lipidemulsion in Milli-Q Wasser
hergestellt. Diese Vesikel werden in die Messagparait dem Monolayer gegeben, der von
einer Elektrolytlésung bedeckt ist.

Der Prozess der Bildung der aul3eren Lipidschiclstabe vermutlich aus drei Schritten.
Zunachst werden die Vesikel an der hydrophoben DOBerflache adsorbiert, dann platzen
sie und der Lipidfilm spreitet sich Uber die gesa@berflache. Da sich im Innern der Vesikel
Milli-Q Wasser, um sie herum aber eine Elektrolgtlig befindet wird die Tendenz zum
Aufplatzen durch den osmotischen Druck verstarki. d2r Vesikelfusion wird nicht nur die
obere Halfte der Membran hinzugefiigt, es wird adiehuntere Hélfte der Membran, also die
Lipidketten vom DPTL-Monolayer, dichter mit Lipidriekilen aufgefillt. Diesen Vorgang

nennt man ,Backfilling".
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Das in dieser Arbeit verwendete Lipid ist 1,2-DipmoylsnGlycero-3-Phosphocholin
(DPhyPC, Abb. 3.3).

Abb. 3.3 Struktur von DPhyPC

Wie DPTL enthalt auch dieses Molekul die fur Archd&akterien typischen Phytanylketten,
die flur sehr stabile Membranen mit hoher Fluidsigiigen.

Um eine kovalente Bindung zwischen Hydrogel und Mean zu erméglichen, soll aul3erdem
ein Lipidmolekdl mit einer Doppelbindungsfunktioitat an der Kopfgruppe synthetisiert
werden (Acryl-DPhyPE, Abb. 3.4). Diese Doppelbingutann bei der Polymerisation des

Hydrogels als Comonomer in das Polymernetzwerkediagt werden.

o (o]
o )k)\/\)\/\)\/\)\
N/\/O\P/ H o
H

>

J o o
! 4 W\/\(\/\(\/\(
o

Abb. 3.4 Struktur von Acryl-DPhyPE
3.5 Polymerisation des Hydrogels

Als Hydrogelkomponente fir dieses Projekt wurde dasstem N-Isopropylacrylamid
(NIPAAmM) mit Methylenbisacrylamid (MBA) als Vernedz ausgewahlt. Griinde fur diese
Wabhl sind die Biovertraglichkeit des resultierenddydrogels sowie die Mdoglichkeit der
einfachen, nasschemischen radikalischen PolymiensafulRerdem besitzt Poly(NIPAAmM)
den bereits diskutierten, interessanten Effekt Teermoresponsivitat und lasst sich bei

Bedarf einfach funktionalisieren, was fur eventei&ensoranwendungen sehr nitzlich ware.
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Die  Polymerisation verlauft radikalisch und wird rdu das Redoxpaar
Ammoniumperoxodisulfat (APS) und N,N,N’,N’-Tetrarhgtethylendiamin (TEMED)
initiiert (Abb. 3.5).

0 0] 0
+
\)J\N)\ \)J\N/\N)J\/
H H H
N-Isopropylacrylamid N,N'-Methylenbisacrylamid

|
SN\ TEMED
|

(NH)2S,04 APS

Abb. 3.5 Polymerisation von NIPAAmM mit MBA als \é&zar

De Feng et al. haben den InitiationsmechanismuschduElektronenspinresonanz
Spektroskopie (ESR) sowie Endgruppenanalyse dexugten Polymerer untersucht [47].
Dabei kamen sie zu dem Schluss, dass unter anderéas Radikal
(CH3)2NCH,CH,N(CH3)CHy fur den Kettenstart verantwortlich ist, welches rileénen
sechsgliedrigen zyklischen Ubergangszustand gehildd (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6 Mechanismus der Initilerung durch APS TEMED

Neben Verbindung 1 initiieren auch die Radikalend 8 neue wachsende Ketten.

Bei der Polymerisation wird Warme frei, die das Resmsgemisch erwarmt. Dabei sollte die
Temperatur nicht Gber die LCST hinaus steigen, idasdnst eintretende Phasensepparation
eine homogene Polymerisation verhindern wirde. Dgliees, die Reaktionsparameter so
zu optimieren, dass die Reaktion langsam genugitipidass die Warme abgefihrt werden

kann.

3.6 Einbau des lonenkarriers Valinomycin

Um zu zeigen, dass die Membran unter der Hydrogelstweiterhin funktionsfahig ist, soll
nach der Polymerisation ein Membranprotein auf@Géschicht gegeben werden. Das Protein

sollte durch das Gel hindurchdiffundieren und sicbie Membran einbauen.

Valinomycin ist ein kleines zyklisches Depsipeptielches von mehreren Arten der
Streptomycetemroduziert wird. Es besteht aus zwo6lf Aminoséauie, abwechselnd durch
Amid- und Esterbindungen zu einem Ring gebunded &4bb. 3.7). Es enthélt D- und L-
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Valin, L-Lactat sowie L-Hydroxyisovalerat. Die e&lnen Bausteine sind so im Ring
angeordnet, dass ihre hydrophoben Reste nach aeiggsm. Dadurch kann sich Valinomycin
in das hydrophobe Innere einer Membran einbaueh yA8 sich dort frei bewegen. Der
hydrophile Innenraum des Peptids kann sehr selekKaliumionen binden, die derart
komplexiert die Membran durchqueren kdnnen.

Baut es sich in die Membran einer lebenden Zelle éricht das Membranpotential

zusammen und die Zelle stirbt. Daher ist Valinomyain sehr giftiges Antibiotikum.

Abb. 3.7 Struktur von Valinomycin

Nach dem Einbau in eine Modellmembran ist also \leiwendung von Kaliumionen als
Elektrolyt ein deutlicher Abfall des Membranwidensties zu erwarten. Dieser Effekt sollte
reversibel sein, wenn die Kaliumionen durch einedeaen Elektrolyten, etwa Natriumionen

ersetzt werden.
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4.1 Verwendete Chemikalien, Materialien und Geréte

Die verwendeten Lipide DPhyPC, DPhyPE und DMPE (AvRolar Lipids), Acrylsaure-N-
Hydroxysuccinimid (Acros, 99%), Methylenbisacrylami(Fischer Scientific, p.a.),
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (Carl Roth, p,a.Ammoniumperoxodisulfat (Carl
Roth, p.a.), Natriumchlorid (Acros), Kaliumchlor{écros), Valinomycin (Sigma Aldrich),
Wasserstoffperoxid (35%, Riedel, puriss), Schwéigls (97%, Fluka, p.a.), Ammoniak
(32%, WTL, p.a.), Chloroform (Acros, p.a.), MethaGarl Roth, reinst), Ethanol (Aldrich,
HPLC grade) wurden verwendet wie erhalten. 2,3-gik@tanyl-sn-glycerol-1-
tetraethylenglycol-D,La-liponsaureesterlipid (DPTL) wurde im Arbeitskreiach Vorschrift
synthetisiert [31], N-Isopropylacrylamid (NIPAAmM,cfos, 99%) wurde vor Verwendung aus
Toluol/Hexan (1:4 v/v) umkristallisiert, Triethylam(Acros) Uber Cajgetrocknet. Bei allem
verwendeten Wasser handelt es sich um Milli-Q-Wagsit einem Widerstand von
mindestens 18,2 K4, aufgereinigt mit einer Anlage von Milipore.

Des Weiteren wurden der Kleber zum Herstellen v&@GT(Epotek 353 ND-4), Si-Wafer
(CrysteC Berlin), Objekttrager (BK-7, Menzel GmbHeldschland) sowie 2% Helmanex

Lésung (Helma Worldwide) in Milli-Q-Wasser verwende

Impedanzmessungen wurden an einem Autolab PGSTAPdt@ntiostaten (Ecco Chemie)
mit der Steuersoftware FRA (Frequency ResponseyAislin einem Frequenzbereich von 2
mHz bis 1 MHz und einer Anregungsamplitude von 19 durchgefihrt. Zur Auswertung

der Daten wurde die ZView2 Software (Scribner Agses) verwendet.

Fur AFM Messungen wurde ein Dimension Mikroskopri@oller Nanoscope 1V, Veeco) im
Tapping Mode verwendet. Der Cantilever war augi@ith (Olympus, OMCL-AC160TS-W),

hatte eine Federkonstante von ~42 N/m und einerRezérequenz von ~300kHz.
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4.2 Synthese des Acryl-DPhyPE

Die Synthese des Hydrogelanker-Lipids erfolgte unterwendung von Aktivesterchemie

nach einer abgewandelten Literaturvorschrift vonrfegather et al. [49].

Reaktionsgleichung:

o] el 0, H
g )U\/\/w
Hﬁ/\/O\P/ n O EtN / CHCh
: TS S P
/ o X o
J WW
o o

1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin Acrylséure-N-hydroxysuccinimidester

M=804,17 g/mol M=169,13 g/mol

o /OH " \O)U\/\/L/\/L/\/k
H o }\OWOW

1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolacryth(dicryl-DPhyPE) N-Hydroxysuccinimide

M=858,22 g/mol M=115,09 g/mol

Ansatz:

100 mg DPhyPE (0,125 mmol, 1eq)
84 mg Acrylsédure-N-Hydroxysuccinimid (0,5 mmol, Jdeq
15 mg (2@l) Triethylamin (0,15 mmol, 1,2eq)

2,5 ml Chloroform

Durchfihrung:

DPhyPC und Acrylsaure-N-Hydroxysuccinimid wurdenemen Rundkolben eingewogen,
und unter Ruhren in 2,5 ml trockenen Chloroform&gie Der Kolben wurde mit einem
Septum verschlossen und fir 15 Minuten mit trockeegon durchspult. Dann wurden mit
einer Hamilton Spritze 2@l Triethylamin hinzugegeben. Die Mischung wurde #@chs
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. ZwischenZeitlicrde der Reaktionsverlauf durch die
Anfertigung von Dunnschicht Chromatogrammen (DG=folgt. Als flissige Phase wurde
eine Mischung aus Chloroform/Methanol (2:1 v/v)wendet. Von den eingesetzten Edukten
ist nur Acrylsaure-N-Hydroxysuccinimid UV-aktiv. Ben nach kurzer Zeit zeigten sich im

DC des Reaktionsgemisches zwei fluoreszierendek&hedurch Einfarbung des DCs mit
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Zuckerreagenz (eine Mischung aus Resorcinmonoetigyleind Schwefelsaure in Ethanol)
wurde auch das noch nicht umgesetzte DPhyPE sichénaacht.

Im Laufe der Reaktion wurde das Gemisch langsarmhigil Nach sechs Stunden wurde die
Mischung im Vakuum eingeengt und mit 1,5 ml einéid@oform/Methanol Mischung (2:1
v/v) versetzt. Ein nicht geldster, weil3er Feststaffde bei 10000 U/min abzentrifugiert und
spater im NMR als N-Hydroxysuccinimid identifiziert Der gelbste Teil des
Reaktionsgemisches wurde saulenchromatographisch t  milem FlieBmittel
Chloroform/Methanol (2:1 v/v) aufgetrennt. Nebernchti umgesetztem  Acrylsaure-N-
Hydroxysuccinimid wurde hierbei ein weil3er Feststisoliert, der auch nach langem
Trocknen im Vakuum noch eine klebrige Konsistenizeha

Ausbeute:

60,34 mg (0,07mmol) entspricht einer Ausbeute Vv@&#5

4.3 Synthese des Acryl-DMPE

In nahezu vollstandiger Ubereinstimmung mit der tBgse in Kapitel 4.2 wurde das Lipid
1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin (PE) mit einer

Doppelbindungsfunktion an der Kopfgruppe modifikzier

Reaktionsgleichung:

o o 0, H
; )W 5 <
O. !
N \P/\ A © . —d EtN / CHCh
// O\X/Ow(v\/\/\/\/\/
o

1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin Acrylsaure-N-hydroxysuccinimidester

M=635,85 g/mol M=169,13 g/mol

| o/ W/\
| N/\\X/W(\/\/\/\/\/\/ Eé

1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolacryidfcryl-DMPE) N-Hydroxysuccinimide

M=689,90 g/mol M=115,09 g/mol
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Ansatz:

159 mg DMPE (0,25 mmol, 1eq)

169 mg Acrylsaure-N-Hydroxysuccinimid (1 mmol, 4eq)
30 mg (4@l) Triethylamin (0,3 mmol, 1,2eq)

5 ml Chloroform

Durchfihrung:

Genau wie in Kapitel 4.2, nur wurde fur die Saulenmatographische Auftrennung des

Reaktionsgemisches das FlieRmittel Chloroform/Methél:2 v/v) verwendet.

Ausbeute:

87,20 mg (0,23mmol) entspricht einer Ausbeute Va5

4.4 Herstellung von Template Stripped Gold

Die Objekttrager wurden jeweils in zwei gleichgroRélften geteilt und in Farberkasten

gesetzt. Danach wurde folgende Reinigungsprozeatehdefihrt:

)] Mit Helmanex Losung (2%) aufgefullt und 15 Min nmulitraschall behandelt,
danach 15 mal mit Milli-Q-Wasser gespult

i) Mit Milli-Q-Wasser aufgefillt und 15 Min mit Ultrahall behandelt, danach 15
mal mit Milli-Q-Wasser gespult

i) Mit Ethanol aufgefullt und 15 Min mit Ultraschallebandelt, danach Ethanol
abgeschuittet und mit Frischem aufgefullt, dieseeder abgeschittet und die

Trager im Stickstoffstrom getrocknet

Die Silizium Wafer wurden ebenfalls in Farberkasgessetzt und fir 15 Min mit Ethanol ins
Ultraschallbad gestellt, um die Kunstoffversieggluder polierten Seite zu entfernen. Nach
15-maligen Spulen mit Milli-Q-Wasser wurden die Ibeémboxen mit folgender

Reinigungslésung (basische Piranha) aufgefullt:
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Fur eine Farberbox:

50 ml Milli-Q-Wasser
10 ml NH; 32%
10 ml O, 35%

Danach wurden die Féarberboxen in einem Wasserbaeifié Stunde auf 85°C erwarmt.
Wahrend dieser Zeit setzte eine starke Gasentwigkdin.

Nach dem Abkuhlen wurde die Reinigungslosung egtaord die Wafer 15 mal mit Milli-Q-
Wasser gespult. Danach wurden sie mit Ethanol #ilfgedieser wiederum abgeschuttet und
die Trager im Stickstoffstrom getrocknet. Die Aufgaung einer 50 nm dicken Goldschicht

erfolgte elektrothermisch in einem Edwards Auto Bd@porator.

Komponenten A und B des Klebers (10:1 m/m) wurdereinem Rundkolben grindlich
vermischt. Danach wurde der Kleber fiir etwa 90 Nénuan einer Vakuumlinie bei etwa30

mBar entgast.

Danach wurden Glas- und Siliziumtrager miteinanderklebt. Dafur wurde eine kleine
Menge Kleber auf einen Glastrager gegeben und derush Wafer darauf gelegt. Nun
wurden die beiden Trager fur einige Minuten mitegifPresse zusammengedrickt. Danach
wurde der neue Trager an den Randern mit TeflordBanwickelt und in eine Farberbox
gesetzt.

Die so praparierten Trager wurden dann zum Aushéiie 90 Minuten in einen 150°C
heiRen Ofen gestellt. Nach dem Abkiuhlen waren dégdr verwendungsfertig. Sie konnten

nun fir viele Wochen gelagert und verwendet werden.

4.5 Herstellung der DPTL-Monolayer

Zur Selbstorganisation wurden spezielle, flaches@&Re verwendet, in die bei einem
Volumen von 10 ml genau zwei Goldtrager hineingassbie wurden vor der Benutzung mit
der selben Prozedur gereinigt, wie schon fiur digekitvdger beschrieben (siehe Kapitel 4.4)
Sie wurden mit einer ethanolischen DPTL LosungKianzentration 0,2 mg/ml beflillt. TSG-
Trager wurden mithilfe eines Skalpells gestrippty Stickstoffstrom von Staub- und

Kleberresten befreit und mit Ethanol abgesplilt. &anwurden sie fur 24 Stunden in die
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DPTL Losung gelegt. Nach dieser Zeit wurden dieg&régrindlich mit Ethanol gespult um
DPTL Reste zu entfernen und im Stickstoffstrom @gknet. Sie wurden in der Regel nie

langer als einige Tage aufbewabhrt.

4.6 Herstellung von Vesikeln

Alle verwendeten Glasgerate wurden der beschrigb&senigungsprozedur mit Helmanex,
Wasser und Ethanol unterzogen. In einem Glaskolingmle eine Mischung von Lipid und
Milli-Q-Wasser mit der Konzentration von 2 mg/mlrgestellt. Diese Mischung wurde
mithilfe eines auf ca. 35°C erwarmten Ultraschalkm und eines Vortex-Mischers
homogenisiert. Die Emulsion wurde im Kihlschrankawahrt und vor der Verwendung auf
Raumtemperatur gebracht und grindlich durchmischt.

Der Extruder (Avestin LiposoFast-Basic) wurde fihanol gespult und im Stickstoffstrom
getrocknet. Danach wurde er mit einem 50 nm Pobdwat Filter zusammengebaut. Eine
Menge von etwa 200l der Lipid-Emulsion wurde in die eine Spritze ae#ggen und dann
etwa 17-23 mal kraftig durch den Extruder gepreB#t. fertige Vesikellosung wurde im
Kihlschrank aufbewahrt und nie spéater als 24 Stuma#eh ihrer Herstellung verwendet, da
die Vesikel mit der Zeit zur Aggregation neigen.

4.7 Aufbau des Systems mit gleichzeitiger Impedanzssung

4.7.1 Aufbau der Teflon Messzelle

Die meisten Messungen in dieser Arbeit wurden gzaglen Teflon-Messzellen durchgefuhrt
(Abb. 4.1). Diese Zellen bestehen aus einem rufdadionblock in dem sich eine Bohrung
befindet welche der eigentliche Messraum ist. Anuteeren Seite des Lochs ist dessen Rand
ausgefrast, so dass ein O-Ring hineingelegt wekdem. Dieser Teil der Zelle kann mit
Schrauben so auf den Goldtrager gepresst werdess, kisne Flussigkeit austreten kann.
Seitlich befinden sich Zugange zum Messraum die@atvinden ausgestattet sind, so dass
Schlauche fur Zu- und Ablauf von Flussigkeiten dmmgeht werden konnen. Die obere Seite
des Messraums wird mit einem Teflon Stopfen veosddn, der Bohrungen fir Referenz-
und Gegenelektrode besitzt. Die Zellen wurden ireizverschiedenen Durchmessern des
Messraums verwendet, einmal mit 0,3 cm bei demé&lteiZzellen und 0,5 cm bei den Grol3en.

Dies entspricht einer Detektionsflache von 0,28 2w8cm?.
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: ﬁ: : Potentiostat

: I4 : Referenzelektrode
Platin Elektrode

: «— Faraday Kafig

Abb. 4.1 Versuchsaufbau fiur die Impedanzmessueigén Teflon Zelle
4.7.2 Aufbau der Glas Messzelle

Zusatzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Mekszaus Glas hergestellt, da diese
einfacher zu reinigen ist als Teflon. Sie bestemtWesentlichen aus einem Stiick Glasrohr
(Innendurchmesser 9,2 mm, Lange 30 mm) an deseen 8ieite sich eine Frasung fur einen
O-Ring befindet. Dieses Glasrohr kann mithilfe eimalterung verkantungsfrei auf den
Goldtrager gepresst werden, wobei das Rohr mit d@Ring aufliegt. Aufgrund der
begrenzten Bearbeitbarkeit von Glas gibt es keinscAllusse fur Schlauche und die Zelle
kann nur von oben beflllt oder entleert werden. PAtigr diese Zelle wurde ein Teflon
Stopfen mit Bohrungen fir die beiden Elektrodengbstellt, mit dem das obere Ende des

Glasrohrs verschlossen werden kann.
4.7.3 Verwendetes Elektrodenmaterial

Die Impedanzmessungen wurden mit drei Elektrodenchdyefiihrt. Dabei wurde die
Goldoberflache als Arbeitselekrode und ein aufgkelter Platin Draht als Gegenelekrode
verwendet. Als Referenzelektrode diente eine SiBikrerchloridelektrode. Als solche wurde

entweder eine kommerziell verfiigbare Elektrode Refi2, World Precision Instruments)
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verwendet, oder sie wurde durch Elektrolyse eimsagigten Kaliumchloridibsung an einem
Silberdraht selbst hergestellt.
Dazu wurde die Schaltung in Abb. 4.2 aufgebaut:

I /mA@'

Ag-Draht >

Pt-Draht

A

3 M KCI Lésung

Abb. 4.2 Schaltbild zur Elektrochemischen Herstejlainer Ag/AgCI Referenzelektrode

Beim SchlieRen des Stromkreises kam es an dernPHEgktrode zu einer langsam
abnehmenden Gasentwicklung. Die Elektrolyse wurdelange durchgefihrt, bis die
Stromstarke unter 0,1 mA gesunken war.

An den Elektroden finden folgende Reaktionen statt:

®-Po: Ag —— Ag"t + €

‘l, AgCly

©-Pol: 2H" + 26 — H
Abb. 4.3 Reaktionen bei der Elektrolyse einer degéh KCI Lésung an einem Silberdraht
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Das am Silberdraht gebildete Silberchlorid blielbadahaften, wodurch der Widerstand des
Drahtes immer mehr zunahm. Am Ende war der Dral$téndig schwarz und es war keine
Gasentwicklung mehr an der Platinelektrode zu er&enDer Silberdraht wurde mit Milli-Q-

Wasser abgespult und in die Zelle eingebaut.

4.7.4 Vesikelfusion

Nach dem Zusammenbau der Zelle und dem AnschlusElekiroden an den Potentiostaten
wurde der Messraum mit einer 0,1 M KCI Losung defilun wurde ein EIS Spektrum des
Monolayers gemessen. Nachdem die Messung fertigwuedten mit einer Eppendorf Pipette
50 ul Vesikellésung in die Zelle gegeben und die Figissit durch mehrmaliges Ein- und

Ausziehen in die Pipette durchmischt. Danach wuligeZelle wieder verschlossen und ein
Messprogramm gestartet, welches mehrere Messunggrrdinander durchfiuhrte. Die

Vesikelfusion wurde meist Uber Nacht laufengelasgen nachsten Tag wurde die Zelle mit

0,1 M KCI Loésung gespuilt und einige weitere EIS i@ aufgenommen.

4.7.5 Solvent Exchange

Das Austauschen des LoOsungsmittels einer Lipidigs@solvent Exchange®) ist eine
weitere, von Miller et al eingefuhrte Methode [5@inen Monolayer zur Membran zu
vervollstandigen. Dazu wurde zunéachst ein EIS Spekdes Monolayers in Elektrolytldsung
gemessen und die Zelle nach der Messung wiederelmesg Dann wurde soviel einer
ethanolischen Lipidlosung der Konzentration 5 mg/ml die Zelle gegeben, bis die
Oberflache des Goldes gerade bedeckt war. Die #elkele fur etwa zehn Minuten lang so
stehen gelassen und danach langsam mit Elektrslytth durchgespult. Danach wurden

mehrere Impedanz-Spektren in Folge gemessen,dhislas System stabilisiert hatte.

4.7.6 Hydrogelwachstum

Es wurden Losungen von NIPAAmM und MBA in verschieele Zusammensetzungen (100:1,
50:1, 25:1 n/n) mit einer Konzentration von 100 mig/in einer 0,1 M KCI Ldsung

hergestellt. Die Kolben mit der Lésung wurden miteen Septum verschlossen und fir 15
Minuten mit Argon durchspult. Diese Wachstumslésmgurden im Gefrierfach aufbewahrt

und vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht.
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Zur Polymerisation wurde als erstes so viel Etlosung aus der Messzelle entfernt, dass
die fertige Membran gerade noch bedeckt war. NadiahEingswerten war dazu eine
Flussigkeitsmenge von etwa 1Q0 notig. Um reproduzierbar jedes Mal dieselbe Menge
Flussigkeit in der Zelle zu behalten wurde ein &omebaut, in dessen Mitte sich ein kleines
Metallrohr befindet, mit dem die Flussigkeit dedl&evon oben abgesaugt werden kann. Das
Rohr ist mit etwas Kraftaufwand in der Hohe versbbiar und wurdeor jeder Messung mit
einem DPTL Trager (es wurde davon ausgegangen, ddsser einen &hnlichen
Kontaktwinkel besitzt wie die fertige Membran) salikriert, das genau 104 Flussigkeit in
der Zelle verblieben.

In einem Glasgefall wurden 4,5 mg APS eingewogen Lmdl der Wachstumslosung
dazugegeben. Nach kraftigem Schuitteln wurden inrdeisten Fallen 100l dieser Losung

in die entleerte Messzelle gegeben. Danach wurm@diymerisation durch Zugabe vomll
TEMED initilert. Nach etwa zehn Minuten setzte Gherweise die Gelierung ein doch die
Polymerisation wurde immer Uber Nacht durchgefihrt.

Am nachsten Tag wurden die Elektroden wieder mih dRotentiostaten verbunden und die
Zelle an eine Peristaltik Pumpe angeschlossen. Wude fir mehrere Stunden 0,1 M KCI
Losung durch die Zelle gepumpt um nicht polymerts® Monomer sowie Reste des
Initiators zu entfernen. Wahrenddessen wurden Ei&kieen gemessen. Diese Messungen
wurden meist Uber langere Zeit fortgefihrt, bisislas System im Gleichgewicht befand.

4.7.7 Zugabe von Valinomycin

Im letzten Schritt wurden 2@ einer ethanolischen Valinomycinlésung mit der Kentration

1 mg/ml auf das Gel gegeben. Danach wurden fligeiStunden EIS Spektren gemessen, bis
ein deutlicher Effekt zu erkennen war. Dann wurgkeZelle wieder mit der Peristaltikpumpe
verbunden und fur langere Zeit eine 0,1 M NacCl Ingsdurch die Zelle gepumpt. Wahrend
dieser Zeit wurden kontinuierlich EIS Spektren gesea.

4.8 Reinigung von Teflonzellen und Elektroden
Im Verlauf der Arbeit stellte sich heraus, dass ea¢rem wichtig ist, alle Teile der

Messapparatur, die mit der HydrogelwachstumslosimgKontakt gekommen waren

grundlich zu reinigen, da diese Verunreinigung sdiesnachste Vesikelfusion stort.
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Im Verlauf eines Experimentes kommen folgende Tealler Messapparatur mit der
Monomerldsung in Kontakt:

* Die Messzelle selbst
* Platinelektrode

* Referenzelektrode

* Der O-Ring

* Schlauchmaterial an der Messzelle

Fur diese Teile wurden im Verlauf der Arbeit vielerschiedene Reinigungsmethoden
ausprobiert, von denen die meisten leider unzuesidhwaren. Da die einzelnen Teile aus
unterschiedlichen Materialien bestehen, sind uadbeéedliche Arten der Reinigung

notwendig.

Der O-Ring:
Die Reinigung des O-Ringes ist nicht nétig, da mhn nach einmaliger Benutzung

austauschen kann.

Die Referenzelektrode:

Die kommerziellen Referenzelektroden haben einemskaioffmantel und eine Membran, die
den inneren, mit KCI Lésung geflllten Raum der EHigtte mit dem Messraum verbindet.
Diese Elektroden sollten keinen allzu drastischediBgungen ausgesetzt werden, was ihre
Reinigung schwierig machte. Deshalb wurde mit Z@&ippen von Elektroden gearbeitet: die
Elektroden der ersten Gruppe wurde nur fir die ké&dgision verwendet, die der Zweiten fur
alle Schritte in denen sie mit Monomer oder Hydtagéontakt kamen.

Nachdem die Elektroden, egal welcher Gruppe, miindenycin in Kontakt gekommen
waren, wurden sie fur finf Minuten in Natriumlawsyifat (SDS)-LOsung eingelegt, um das
Peptid zu denaturieren.

Eine Reinigung der aus Silberdraht selbst herdestdReferenzelektroden war nicht nétig, da

sie nach einmaliger Benutzung entsorgt werden lamnt
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Das Schlauchmaterial

Mit dem Schlauchmaterial wurde genauso verfahree, wit den Referenzelektroden: es
wurde zwischen sauberen und mit Monomer verunr@nig@chlauchen unterschieden. Also
wurde jeweils nach der Vesikelfusion das Schlaudbria der Zelle gewechselt. Nach jedem
Experiment wurden die Schlauche mit Wasser undriéthdurchgespult und mit Ethanol im

Ultraschallbad gereinigt.

Die Teflonteile der Messzelle sowie die Platin Flelde

Diese beiden Teile sind zu teuer um sie nach je@sgpmeriment zu entsorgen und eine
Auswechslung der Messzelle wahrend des Experimesttesitirlich nicht moglich. Deshalb
wurde versucht, eine Reinigungsprozedur zu findke,alle Monomerrickstande entfernt.
Glucklicherweise bestehen diese beiden Teile ausvaderstandsfahigen Materialien.

Folgende Reinigungsmethoden wurden ausprobiert:

i) Die Ubliche Reinigungsmethode durch Ultraschall Hgtmanex-Lésung, Milli-Q-
Wasser und Ethanol

i) Mechanische Reinigung mit Burste und Spilmittel

i) Ultraschallbad mit verschiedenen organischen Lasoniteln wie Chloroform
und Hexan

iv) Reinigung im Sauerstoff/Argon Plasma

V) Auskochen in konzentrierter Schwefelsaure

Vi) Behandlung mit Piranha-Losung

Die reinigende Wirkung von heil3er Schwefelsaurddbgsdarin, dass sie organische Stoffe
durch Wasserentzug verkohlt und so zerstort. @fibbh dann schwarze Rickstadnde an den
SO gereinigten Teilen.

Piranha-Ldsung ist eine extrem aggressive Mischaug konzentrierter Schwefelsaure und
Wasserstoffperoxid (3:1 v/v). Die verkohlende Wimiguder Schwefelsaure wird hierbei durch
die Bildung von elementarem Sauerstoff erganzt,dger entstehenden Kohlenstoff zu £O
oxidiert. Daher entfernt Piranha L6sung organis¢arinreinigungen vollstandig.

Zu ihrer Herstellung wurde die Schwefelsaure in ®anberes, moglichst hohes Becherglas
gefullt und unter vorsichtigem Ruhren das WassHpamxid hinzugegeben. Diese
Reihenfolge ist sehr wichtig, da das Gemisch be@mizu hohen Peroxid Gehalt explodieren

kann. Beim Mischen erwéarmt sich die Losung von ftelnd eine starke Gasentwicklung
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setzt ein. Dann wurden die zu reinigenden Teilesiebtig in die Losung gegeben. Es ist
extrem wichtig, dass die hei3e Piranha LOosung nichKontakt mit grof3eren Mengen
organischer Stoffe wie etwa Aceton kommt, da siessexplodiert. Die Gasentwicklung liel3
nach etwa einer Stunde nach, die Teile wurden Bgeammommen und mit viel Milli-Q-Wasser
gespult. Die Losung wurde bis zum nachsten Tagesgglassen, dann neutralisiert und

entsorgt.

4.9 Silanisierung der Glas Messzelle

Um die im letzten Kapitel beschriebene aufwandigenlung der Teflonzelle zu umgehen
wurde im Verlauf der Arbeit eine Messzelle aus Gjabaut. Es stellte sich jedoch heraus,
dass eine Vesikelfusion in der Glaszelle nicht fiorkerte, weil wahrscheinlich sdmtliches
Lipid Uber die hydrophilen Glaswande der Zelle ge#pt wurde. Deshalb wurde die
Oberflache der Glaszelle durch Silanisierung hybodyisiert.

Zur Silanisierung von Glas muss zunachst dessenrfl@tiee grundlich gereinigt und
vollstandig oxidiert werden. Dies wurde durch Beteln der Zelle mit Piranha Lésung
erreicht. Die nun stark hydrophile, nur aus —OH gpen bestehende Oberflache wurde dann
mit 1H,1H,2H,2H-Perfluoro-decyltrichlorsilan zur &dion (Abb. 4.4) gebracht.

| S

Sji—cl  + HO—

-HCI
Cl HO_
F2 F2 F2 I o
FSC\C/C\C/C\C/C\C/\/SlI ¢
F2 F2 F2 F2 cl HO_

Abb. 4.4 Silanisierung einer Glasoberflache

Dazu wurde das vorher im Ofen getrocknete Glaszabammen mit einem leeren Glasgefaf
in einen Exikator gelegt und dieser evakuiert. @anaurde er mit Argon geflutet und im
Argon Gegenstrom einige Tropfen des Chlorsilangais Glasgefald gegeben. Dann wurde der



48 Experimenteller Teil

Exikator wieder evakuiert und fir eine Stunde stgiedéassen. Dann wurde das Glasrohr
herausgeholt und in dieser Reihenfolge mit Ethab@thylether und Hexan gespiilt.

4.10 Simultane SPR- und Impedanz-Messung

Simultane SPR- und Impedanzmessungen wahrend dsikélfasion wurden in einer

speziellen Teflon Messzelle durchgefihrt.

©
‘ Detektor

Prisma

\ BK-7 Objekttrager

Goldschicht

| [ .
— : ——  Ein- und Auslass

Flusszelle aus Teflon
Elektroden

Potentiostat

Abb. 4.5 Flusszelle fur die simultane SPR- und tapemessung

Aufgrund der hohen Kosten ist es nicht moéglich, Harstellung von Template Stripped Gold
LaFSN9 Glaser zu verwenden, da diese nach der Bamyitnicht mehr zu gebrauchen sind.
Daher wurden neben dem Prisma aus hochbrechend8fNSaGlast = 1,85, Hellma Optik
GmbH, Jena) TSG Trager auf BK-7 Glas verwendet. Iderbei verursachte Fehler ist
wegen der geringen Dicke des Objekttragers im &l zum Prisma sehr gering. Der
Brechungsindex des Epoxidklebers entspricht demba3+N9 Glas.

Beim Zusammenbau der Messzelle wurde ein Tropfemdreionsdl zwischen das Prisma

und den Objekttrager gebracht. Die Strahlung debléleaser mit einer Wellenlange vdr=
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632,8 nm wurde mit einem Polarisator (Glan-Thompgolarizer, Owis) linear p-polarisiert
und die Reflexion mit einer Photodiode (BPW 34 Bcen photodiode, Siemens) detektiert.
Das verwendete Goniometer hatte eine Winkelauflystom 0,005° und wurde mittels einer
Computersoftware (Wasplas, Max Planck Institut Mamesteuert.

Die Justage des SPR-Setups wurde nach Vorschrdhdefihrt [51].

Es wurden winkelabhéngige Scans von reinen Goletragowie von DPTL Monolayern an
Luft und in 0,1 M KCI Lésung angefertigt. Wahrener &/esikelfusion wurde im kinetischen
Modus die Reflektiviat bei einem Winkel von 55,3#messen.



5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Einleitung

In diesem Teil der Arbeit sollen die Ergebnisse digrchgeflhrten Experimente vorgestellt
und interpretiert werden. Ein grol3es Problem beiAdbeit mit biologischen Systemen, auch
wenn es sich um vereinfachte Modelle handelt, ist sthlechte Reproduzierbarkeit der
Experimente. So kann es vorkommen, dass ein Versatiiere Male durchgefuhrt wird, und

das Ergebnis jedes Mal anders ausfallt. Grund dadiirdie hohe Komplexitat solcher

Systeme, durch die sehr kleine, haufig schwer zeinflassende Ereignisse, starke
Auswirkung auf das Endergebnis besitzen. Dieseas,cfaaotische Verhalten, macht es nétig,
bei der Auswertung immer eine grol3e Menge von Dateithzeitig zu betrachten, da ein

einzelnes Ergebnis noch keinen generellen Trendig&z muss.

Im Folgenden werden haufig Tabellen mit elektristRarametern von verschiedenen Teilen
des Systems prasentiert. Aus Platzgrinden wurdéei diie Einheiten weggelassen. Die
Einheit eines Widerstandes ist, wenn nicht andeksadiert 1M2cm? und die einer Kapazitat
1uFcmi®. Die Benennung der einzelnen Parameter in denli€aképfen bezieht sich immer
auf das zuletzt aufgefiihrte Aquivalenzschaltbildgroes handelt sich um bereits identifizierte
Parameter wie den Membranwiderstand oder die Tikdparitat, die immer die gleiche
Benennung erhalten.

In Bode Plots wird die Phase immer durch kreisfgemi der Impedanzbetrag durch
sterformige  Symbole dargestellt. Durchgezogene eninstellen in den meisten Fallen
berechnete Fit Funktionen dar. In einigen Féllemden die Fit Funktionen weggelassen und
nur die Messpunkte mit einer Linie verbunden. Dieisge steht dann in der Legende und die
Messpunkte werden durch Punkte symbolisiert. Werdehrere Messungen in einem

Diagramm dargestellt, so haben sie unterschiedkeben.



Ergebnisse und Diskussion 51

5.2 Charakterisierung der Hydrogelanker-Lipide

5.2.1'H, 'H-COSY NMR Spektroskopie

Die 'H-NMR Spektren der beiden Verbindungen werden imhay prasentiert, die 2d
Spektren werden nicht aufgefuhrt, da sie keine exeit Informationen liefern. Alle

Verschiebungen sind in parts per million (ppm) ayedeen.

Acryl-DPhyPE(700MHz, GDg, 333K)

$=7,671 (m, 1H —M-), $=6,512 (m, 2H, ®,=CH-), =5,667(m, 1H, -P-O-CHCH<),
$=5,595 (m, 1H, -€l,=CH-), 5=4,813 (m, 1H, -€&,-0-CO-),5=4,523 (m, 1H, -€,-O-CO-),
$=4,359 (m, 2H, -P-0-B,), 5=4,261 (m, 2H, -NH-CBCH,-), $=3,798 (m, 2H, -NH-El,-),
$=2,546-2,129 (5m, 6H, 2x -COHG, 2x —CO-CH-CH<), $=1,488-0,934 (m, 72H,

aliphatisch)

Acryl-DMPE (500MHz, CDC+D-0, 303K)

$=6,254 (m, 2H @,=CH-), 5=5,591 (dd, 1H, 6,=CH-), $=5,198 (m, 1H, —P-O-CHCH<),
$=4,352 (dd, 1H, -6,-0-CO-),5=4,108 (dd, 1H, -6,-0-CO-),5=3,922 (m, 4H, -NH-Cht
CHo-, -P-O-CHy), $=3,506 (m, 2H, -NH-El»-), $=2,290 (m, 4H, 2x —CO48,-), 5=1,557
(M, 4H, 2x —CO-CHCHy-), §=1,269 (m, 40H, 20x —8,-), 5=0,873 (m, 6H, 2x —H3)

5.2.2 Nachweis der Vollstandigkeit der Funktionalisng mit Ninhydrin

Um die Vollstandigkeit der beiden Reaktionen in d&apiteln 4.2 und 4.3 nachzuweisen,
wurden Proben des unmodifizierten Lipids und desylat-funktionalisierten Produktes auf
eine DC Platte gebracht, diese in eine 1% Ninhyddsung in Ethanol getaucht und danach
mit der Heizpistole erwarmt. Ninhydrin reagiert nptimaren Aminen in einer Reaktion,
ahnlich der beim bekannten Aminosaurenachweis,izeire stark gefarbten Produkt (Abb.
5.1). Beim unmodifizierten Lipid ist also eine Fagéktion zu erwarten, beim modifizierten,

welches eine Amidfunktionalitat besitzt, dagegeshhi
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Abb. 5.1 Ninhydrin Reaktion von primaren Aminen

Bei den beiden unmodifizierten Lipidproben kam es Rildung eines intensiv lila gefarbten
Fleckens auf der DC Platte, beim den modifizierierodukten war keine Farbung zu
erkennen. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit dieNachweisreaktion fur priméare Amine
kann man davon ausgehen, dass die verbleibende eMengodifizierten Lipids im
Endprodukt sehr gering ist.

5.2.3 Herstellung einer Membran aus reinem AcrylH28/

Um zu Uberprufen, ob die modifizierten Lipide Vedililden und eine Membran erzeugen
kénnen, wurde eine Vesikelfusion mit reinem AcryMBE durchgeflhrt. Aus einem eher
schlechten Monolayer der dritten Kategorie (sielapitel 5.4) entstand eine Membran mit
mittelmaligen elektrischen Eigenschaften. In diddembran konnte erfolgreich der

lonenkarrier Valinomycin eingebaut werden, was Hueine drastische Verringerung des
Membranwiderstandes sichtbar wurde. Nach dem Spriieainer NaCl Lésung erhéhte sich
der Widerstand der Membran wieder bis knapp uniertem des Originalzustandes. Damit
ist der Beweis erbracht, dass die Lipide, trotz Moérung, noch durch Vesikelfusion

funktionierende Membranen bilden kdnnen.
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Abb. 5.2 Bode Plots der Experimente mit Acryl-DMPE

Im Anschluss wurde auch noch eine Hydrogelschiohtleese Membran polymerisiert (siehe
Kapitel 5.3.1, Experiment 2). Durch die starke KHemge Verbindung zwischen Membran und
Hydrogel kam es allerdings zu einem schnellen Abbdes Membranwiderstandes beim

Quellvorgang des Gels.

5.3 Template Stripped Gold

Um Membranen mit guten elektrischen Eigenschafemustellen, werden Goldoberflachen
mit sehr niedriger Rauhigkeit bendtigt. Um die Qudalder Goldtrager als Fehlerquelle
auszuschlieBen, wurden diese einer kraftmikroskbpis Untersuchung mit einem AFM

(atomic force microscope) unterzogen.
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Abb. 5.3 Hohenbild einer 1xdm grofRen Flache von Template Stripped Gold

Die Bestimmung der durchschnittlichen Rauhigkeiterhalb der markierten Flache ergab
einen Wert von 0,266 nm. Dies ist im Vergleich Ziteratur [32] (durchschnittliche

Rauhigkeit etwa 1nm) ein sehr guter Wert.

AulBerdem wurden Impedanz Spektren eines frischrigetan Goldtragers in 0,1M KCI

Losung aufgenommen (Abb. 5.4).

0,04

5,0x10°

1,0x10

Imaginarteil Y"

1,5x10°

R>

Betrag der Impedanz |Z| /Q

Rs

2,0x10°*
¢ Messdaten Admittanz
—— Fit

Ci

10°

10

10°

10°

< -90

- -60

- -30

/0 Bungaiyosiaausseyd

* Impedanz |Z|
* Phasenverschiebung ©
—Fit

:::::::

2,5x10°* T T
1,0x10* 2,0x10*

Realteil Y

T
0,0

10°

T T T T T T
10° 10" 10° 10* 10° 10°

Frequenz /Hz

Abb. 5.4 Niquist- und Bode-Plot eines reinen Galgérs in 0,1M KCI
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Die Impedanz Daten wurden an ein Randles Modeléfitet, welches einen Widerstand R
von 254 I©2cm? sowie eine Kapazitat,@on 109uFcni? ergab. Die Kapazitiat kommt durch
die Ausbildung einer elektrischen Doppelschichdan Elektrodenoberflache, wie in Kapitel
2.3 beschrieben, zustande. Die Elektrolytkonzeiommaist mit 0,1 mol/l gerade noch hoch
genug, um die elektrische Doppelschicht mit denntielltz Modell beschreiben zu kénnen.
Der Wert der Helmholtz Kapazitat ist etwas hohex ial der Literatur beschrieben (5-50
uFcm®) [36]. Die Interpretation des Widerstandes Bt nicht einfach. Mdglicherweise
handelt es sich dabei um Defektstellen innerhatbHiglmholtz Layers, hervorgerufen durch
Fehler in der Goldbeschichtung.

Diese Parameter &nderten sich im Laufe der Zeizvigiten EIS Spektrum (etwa 30 Minuten
spater) betrug die Kapazitat schon nur noch \#cm? Dies zeigt, dass sich die
Beschaffenheit der Helmholtz Schicht mit der Zeidért. Eine mdgliche Ursache ist die
Adsorption geringer Mengen an Verunreinigungen ales Elektrolytlosung auf der
Goldoberflache. Dadurch nimmt die Dicke des Digikkins zwischen den beiden Platten
des Kondensators (Gold und Elektrolyt) zu, woduseime Kapazitdt abnimmt. Auch der
Widerstand R wird mit der Zeit gré3er. Bei der Zugabe geringengen der Hydrogel-
Wachstumsldsung in die Zelle, kam es zu noch d@stren Verdnderungen der elektrischen
Parameter. Dies zeigt den Einfluss der umgebendsnirig auf die Struktur der Helmholz
Schicht.

5.4 Impedanzmessung einer Hydrogelschicht auf TSG

Um die elektrischen Eigenschaften des Zielsysterssdr deuten zu konnen, wurden
Hydrogele mit verschiedenen Dicken (eingestellt rilbe verwendete Menge an
Wachstumsldsung) und verschiedenen Vernetzungsdichif frisch gestrippte TSG Tréager
polymerisiert. Da die Polymerisation bei recht holonzentration stattfand, war das
entstandene Gel nicht vollstandig hydratisiert. &adollte ein Quellen des Gels stattfinden,
wenn die Zelle mit Elektrolyt gespult wird. Wahredels Spulvorganges wurden so lange EIS

Spektren gemessen, bis die Parameter konstant waren
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Abb. 5.5 Niquist- und Bode Plot einer Hydrogelsbheuf TSG in 0,1 M KCI

Die aufgenommenen Spektren &hneln von der Forndémardes reinen Gold Tragers. Daher
wurde auch hier das Randles Modell zum Fitten vedee Man beachte aber, dass die
Kapazitat erheblich kleiner ist als beim reinen ds@bweichungen von diesem Modell sieht
man im Niquist Plot unter dem ersten Halbkreis. Biafihrung einer weiteren Kapazitat
wirde die Qualitat des Fits verbessern was dann eben Vergleich der Daten zwischen
reinem Gold und solchem mit einer Hydrogelschichindglich machen wirde. Aus dem
gleichen Grund wurde auf die Verwendung eines Gmigthase Elements statt der Kapazitat

verzichtet.

erste Messung im Gleichgewicht
Hydrogel R1 R2 C1l R1 R2 C1l
100pl 1:25 55,07 0,40 15,80 55,36 1,01 12,46
200yl 1:25 57,19 1,45 10,07 57,05 2,00 9,92
100pl 1:50 48,11 0,63 25,53 48,29 2,02 15,66
100pl 1:100 | 41,53 0,32 14,94 42,48 0,86 13,42

Tab. 5.1 Elektrische Eigenschaften verschiedeneirétjele

Tabelle 5.1 zeigt jeweils die erste und letzte Magseines Experimentes. Zunéchst fallt auf,
dass der Feed-Widerstand mit dem VernetzungsgradHgidrogels ansteigt. Des Weiteren
weist das Polymer mit der doppelten Dicke auchreieeht hoheren Feed-Widerstand auf.
Allerdings sollte hierbei keine quantitative Betitang angestellt werden, da die
Eintauchtiefe der Referenzelektrode nicht sehr gesiagestellt werden konnte und diese

einen grofRen Einfluss auf den Feed-Widerstand Datnoch kann man aus den Daten
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schlie3en, dass sich die Applikation eines Hydmgdlirch in einem Anstieg des Feed
Widerstandes aul3ert, der umso starker ausfallgligeer und dichter das Hydrogel ist.
AulRerdem sieht man, dass sich der Feed-Widerstafitrewd des Experimentes nicht
nennenswert andert. Mdglicherweise gleichen sidmb@uellvorgang zwei Effekte aus.
Durch die Volumenzunahme des Gels erhoht sich de3gske, was den Widerstand erhoht.
Gleichzeitig nimmt die GroRe der Maschen im Hydtogeim Quellen zu, was die
lonenbewegung erleichtert und so den Widerstanckktsefusammen bleibt der Feed
Widerstand somit unverandert. Die andere Mdglichlainatirlich, dass der Quellvorgang
generell einen zu niedrigen Effekt besitzt, ummmbder Impedanz Spektroskopie sichtbar zu
machen.

Die Kapazitaten Csollten hier ebenfalls als Helmholtz Kapazitateteipretiert werden. Sie
liegen in dem Grol3enbereich, den auch der reindtagler aus dem vorigen Kapitel besal3,
nachdem eine kleine Menge Monomerlésung zur Megszgkgeben worden war.
Wahrscheinlich kommt es auch hier zu Adsorptiorde&in am Gold, die sich wahrend des
Quellvorganges, moglicherweise unterstitzt duram Beektrolyten, fortsetzten. Es ist eher
unwahrscheinlich, dass der Quellvorgang selbstydéache der Anderung vorn, Bnd G ist,

da das Hydrogel aufgrund seiner Leitfahigkeit nialst Dielektrikum wirken kann und seine
Dicke somit keine Kapazitat beeinflussen sollte.

5.5 DPTL-Monolayer

5.5.1 Einleitung

Die Qualitdit des DPTL Monolayers ist von groRRer Wtigkeit fir die Erzeugung einer
elektrisch dichten Membran im nachsten Schritt. Mur ausreichend dichter Monolayer
verflgt Gber gentigend im Substrat verankerte Grupja die spatere Membran anzubinden.
In der Literatur [32] wurden die EIS Spektren d&PTL Monolayer mit dem R(RC)C
Aquivalenzschaltbild gefittet:
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Abb. 5.6 Aquivalenzschaltbild fir den DPTL MonolagéRC)C

Dieses Model besteht aus einer Randles Zelle firodganischen Film auf der Goldelektrode
sowie einer dazu in Reihe geschalteten KapazitdaeseD reprasentiert hierbei die
Reihenschaltung aus starrer sowie diffuser Doppalbtkapazitat auf der Goldoberflache
[29]. Dies zeigt, dass sich sowohl Wasser als docten im Inneren des PEG-Spacers
befinden und er somit seine Aufgabe als lonenresersrfullt. Die Modellierung der
Doppelschicht durch eine Parallelschaltung von Kaatund Widerstand wie bei den reinen
Goldschichten ist hier im Normalfall nicht notwegdDieser scheinbare Widerspruch zeigt,
dass es oft nicht moglich ist, die einzelnen els&hren Bauteile eines solchen Systems vdllig
sauber voneinander zu trennen.

Die elektrischen Parameter eines DPTL MonolayefsT&G werden in der Literatur [32]
mit 0,71-0,80QuFcmi*fiir die Kapazitat und 3,1-4,9 ¥cm? firr den Widerstand angegeben.
Die elektrischen Eigenschaften der im Laufe diesdreit hergestellten Monolayer zeigten
eine erheblich grolRere Streuung als diese Angabernwurden sowohl erheblich hdhere als
auch niedrigere Widerstande und Kapazitidten gemegse Verteilung der Werte soll hier

kurz dargelegt werden.

5.5.2 Statistische Betrachtung und KategorisierorgMonolayern

Die insgesamt 71 in dieser Arbeit gemessenen DP®hdlayer wurden anhand von Form
und Fitbarkeit ihrer Impedanz Daten an das Modélbb. 5.6 in drei Kategorien eingeteilt.
Spektren von Monolayern der ersten Kategorie seleem vom fertigen Bilayer sehr &hnlich.
Ihr Phasenplot besitzt ein Plateau bei -90° undNlquist Plot zeigt einen kompletten und
einen angedeuteten Halbkreis. Die Fitbarkeit isteem gut. 22 der gemessenen Monolayer
gehorten dieser Gruppe an.

Bei Monolayern der zweiten Kategorie ist das Plate@niger stark ausgepragt. Die Phase

geht entweder gar nicht auf -90° oder es ist kPiaallele zur X-Achse erkennbar. Ansonsten



Ergebnisse und Diskussion 59

stimmt aber die Form mit der aus der ersten Kategdlverein und die Daten sind mit dem
Modell von Abb. 5.6 zu fitten. Hiervon gab es 18 mdtayer.

Die restlichen 31 Spektren wurden der dritten Katiegzugeordnet, weil sie eine vollig
andere Form haben und mit diesem Modell nicht aclreiben sind.

Vesikelfusionen wurden im Normalfall nur mit Mongé&an der ersten und zweiten Kategorie

durchgeflnhrt.
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Abb. 5.8Niquist- und Bode Plot von Monolayer 25, Beispieldie zweite Kategorie

Die Ergebnisse der Auswertung aller Spektren anskadgegorien eins und zwei sind in den

Tabellen 5.2 und 5.3 zusammengefasst.
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Nummer R(Mono) AR(Mono) /% | C(Mono) | AC(Mono) /% | C(Tether) | AC(Tether) /%

26 180,35 32 0,70 15 na na
29 33,83 7 0,84 3 11,7 38
50 18,68 12 1,06 4 3.4 12
63 17,24 9 1,10 4 8,2 20
21 15,69 8 0,93 3 4.8 12
36 13,16 3 0,55 1 14,2 14
19 11,68 7 0,94 3 5,1 10

1 10,98 6 0,99 2 6,3 15

23 9,48 27 1,26 11 1,6 11
43 9,06 5 0,79 2 9,8 10
27 8,21 7 0,99 3 12,9 20
34 7,95 24 1,06 10 4,2 31
24 5,86 5 0,80 2 6,3 11
39 7,61 6 0,70 3 18,4 20
10 5,63 19 1,16 7 2,5 14
42 5,27 10 0,71 4 7,5 14
67 4,80 8 1,48 3 7,0 14
20 3,27 11 1,15 4 8,1 12
40 3,18 7 0,73 4 27,7 21
70 1,73 7 0,70 3 54 14
15 1,66 13 1,45 5 2,5 8
12 1,41 8 1,28 3 10,5 11
Durchschnitt 17,12 11 0,97 5 8,5 16

Tabelle 5.2 Elektrische Eigenschaften aller Monetager ersten Kategorie
Nummer R(Mono) AR(Mono) /% | C(Mono) [ AC(Mono) /% | C(Tether) | AC(Tether) /%

69 1,10 7 0,80 3 3,6 6
17 0,87 9 1,08 3 3,2 5

3 0,81 8 1,31 4 17,7 15
44 0,61 13 1,56 5 7,8 9
71 0,50 11 0,93 5 54 9
16 0,45 18 1,43 6 2,4 6
22 0,39 6 1,02 3 55 4
25 0,36 8 0,99 4 10,8 7
41 0,36 15 0,83 6 5,1 12
28 0,34 10 1,75 4 8,6 10
30 0,32 9 0,82 4 53 6
37 0,21 12 0,93 5 3,4 7
68 0,18 10 1,16 4 3,8 4
31 0,10 9 0,94 4 54 5

4 0,04 8 1,27 4 7,6 5

6 0,03 13 1,62 6 11,0 8
33 0,03 10 1,15 4 3,7 4
45 0,01 19 2,02 7 3.4 6
Durchschnitt 0,37 11 1,20 5 6,3 7

Tabelle 5.3 Elektrische Eigenschaften aller Monetager zweiten Kategorie
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Beim Vergleich der Werte fir den Monolayerwiderstareht man, dass die Kategorisierung,
obwohl dies nicht beabsichtigt war, die Monolayehand des Widerstandes aufteilt. So ist
der niedrigste Widerstand in Gruppe eins 1,2*%m2, der Gro3te in Gruppe zwei 1,1
MQ*cm2. Bei den Kapazitaten ist die Aufteilung wenigéeutlich. Zwar ist die
durchschnittliche Monolayerkapazitat in der ers@&mippe um etwa 20% kleiner als in der
Zweiten, jedoch gibt es auch in dieser Gruppe Mayerl mit niedrigerer Kapazitat als in der
Ersten. Ein niedriger Monolayerwiderstand bedeutdso nicht zwangslaufig das
Vorhandensein einer hohen Kapazitat. Eine mogliethéarung fir dies kdnnte das Auftreten
von Multilayern sein, die eine grof3e Dicke, abein&egute Dichtigkeit besitzen. Durch die
erhohte Dicke nahme nach Gl. 2.6 die KapazitatVdafte ab, die eigentlich nur elektrisch
sehr dichten Monolayern vorbehalten sind. EinigeMonolayer aus Kategorie zwei (30, 31,
37, 41) kénnten wahrend des Selbstorganisationspses Multilayer gebildet haben, die
trotz Spulens mit Ethanol erhalten blieben.

Die Fehlerangaben in Prozent sind ein Mal3 fir ddddfquadrat aus der Fitprozedur. Die
Durchschnittswerte der Fehler in beiden Kategosie fast genau gleich. Jedoch fallt auf,
dass die Fehler in der ersten Gruppe wesendlickestatreuen als in der Zweiten. So gibt es
Monolayer, die extrem stark vom Modell abweichen,B. 26 und 23) und welche auf die es
extrem gut passt (z. B. 36, 24, 43). In der zwe@nppe sind die Fehler recht gleichmaliig

verteilt.

5.5.3 Monolayer die vom ublichen Modell abweichéie: dritte Kategorie
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Abb. 5.9 Niquist- und Bode Plots der Monolayer lir&$) und 5 (rechts)
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Die rechte Seite von Abb. 5.9 zeigt den Bode Rlotinen Monolayer der dritten Kategorie.
Man sieht deutlich, dass der R(RC)C Fit (gestrighélinie) die Charakteristik der Daten
nicht richtig beschreibt. Die Phase geht bei ngghi Frequenzen wieder gegen null und es
gibt einen zweiten Knick im Betrag der Impedanzediveist darauf hin, dass zur korrekten
Modellierung ein weiterer Widerstand, parallel digther Kapazitat bendtigt wird. Der mit
einem R(RC)(RC) Modell durchgefuihrte Fit (durchggaee Linie) beschreibt die Messwerte
erheblich besser. Hierbei entspricht die Modelligrudes Tether Layers genau der des
Helmholtz Layers bei einer reinen Goldschicht.

Im Niquist Plot auf der linken Seite von Abb. 58igt sich die Abweichung vom R(RC)C
Modell noch deutlicher. Viele der Monolayer aus deitten Kategorie besitzen hier einen
vollstandigen zweiten Halbkreis, und einen angestentdritten.

Man sieht, dass auch das R(RC)(RC) Modell noch tnwfbllig ausreicht, um alle
Charakteristika dieser Daten komplett zu fittenstEdurch die Einfihrung einer dritten
Kapazitat, also der Verwendung eines R(RC)(RC)C dlledvirde der Fit vollstandig auf die
Daten passen. Allerdings fallt die Rechtfertigures cusatzlichen Bauteils anhand von im

realen System vorhandenen Parametern recht schwer.

5.5.4 Kriterien fur die Herstellung guter Monolayer

Die Qualitat der hergestellten Monolayer héangt zahlreichen Faktoren ab. Die Rauhigkeit
der Goldoberflache, sowie die Anzahl von Defektederselben spielen eine grof3e Rolle. Da
fur die Messungen immer die Stelle auf dem Tragewendet wurde, die augenscheinlich am
wenigsten Defekte aufwies, kommt die Goldtragertpitabesonders bei Verwendung von
Messzellen mit groRer Detektionsflache (0,78cm3engleich zu 0,28cm?2 bei den kleinen
Zellen) zum Tragen, da es dann viel schwerer iisg wollstandig defektfreie Stelle zu finden.
Der zweite Faktor der die Monolayerqualitat bestimist die Sauberkeit der ethanolischen
DPTL LoOsung, die fur die Selbstorganisation verweingvurde. Gerade in den letzten
Monaten dieser Arbeit konnten gute Monolayer detegr Kategorie nur mit absolut frischer
DPTL Losung erzeugt werden. Eine zweite VerwendieggLosung fuhrte zu sehr schlechten
Monolayern der dritten Gruppe. Dies ist ein erstahes Phanomen, denn in den ersten
Monaten der Arbeit konnten die Losungen problemoshrere Wochen lang verwendet
werden, ohne dass die Qualitdt der Monolayer abnabahlreiche Parameter wurden
daraufhin variiert um die Lésung wieder mehrfachhweanden zu kdénnen. Verschiedene

Sauberungsmethoden der gestrippten Goldtrager wuwdewendet, bevor diese in die
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Losung getan wurden. Der Selbsorganisationsprozasse unter Kithlung durchgefihrt, im
Dunklen, unter leichtem Schutteln der Losung sowiger Ausschluss von Luft. Aul3erdem
wurde das verwendete Ethanol vor dem Lésen ent@det alles schien jedoch keinen

Einfluss auf die Qualitat der Monolayer zu haben.

5.6 Vesikelfusion

5.6.1 Einleitung

Wahrend der Vesikelfusion bildet sich auf dem DPNlbnolayer eine zweite Schicht aus
Lipidmolekilen und es entsteht eine LipidmembranesBn Vorgang kann man durch
zahlreiche Messmethoden fir den Experimentatorttsachmachen. Auf der Seite der
elektrischen Eigenschaften erwarten wir eine Zurehdes Widerstandes, sowie eine
Abnahme der Kapazitat des Monolayers (ab hier sgreevir vom Bilayer). Der Widerstand
der fertigen Membran ist hoher als der des Monatgyeeil die Lipid Doppelschicht far
lonen eine wesentlich effektivere Barriere darstells die einfache Schicht. Da sich die
Kapazitat einer organischen Schicht antiproportiaoaderen Dicke (der des Dielektrikums)
verhalt und der Monolayer durch die zweite Lipidsbh dicker wird, erwarten wir eine
Abnahme der Kapazitat wahrend der Vesikelfusioe Panahme der Dicke der Lipidschicht
kann man auch direkt mit der Oberflachenplasmormkitoskopie (SPR) messen. Natdrlich
ist es sehr interessant, die Daten aus der kihets<(SPR Messung mit denen aus der
gleichzeitig durchgefuhrten EIS Messung zu vergieic

Eine dritte Mdoglichkeit, die hier jedoch nicht ptiakert wurde ist die Messung der

Massenzunahme der organischen Schicht mithilfesgeartzmikrowaagenexperimentes.

Die Auswertung der Daten von verschiedenen Vesikalhen kann aus zwei verschiedenen
Blickwinkeln geschehen. Zum einen kann die Anderdeg Eigenschaften im Vordergrund
stehen, man vergleicht also, wie die Eigenschadten fertigen Membran von denen des
Monolayers abhangig sind. Der andere Blickwinkeltzeher auf den Weg vom Monolayer

zur Membran hin ab, die Frage ist also nach welglmetik die Vesikelfusion ablauft.
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5.6.2 Vergleich der kinetischen Daten einiger Velisionen

Abb. 5.10 zeigt den Verlauf einer Vesikelfusion,i lwker simultan EIS und SPR im
Kinetikmodus gemessen wurden. Man sieht deutlielssdlie Graphen fur Reflektivitat und
Widerstand ziemlich genau parallel zueinander wégla Die Anderungen in Widerstand und
Dicke der Membran sind also proportional zueinanBaraus lasst sich schlussfolgern, dass
die Zunahme des Widerstandes eine direkte Folged@ihung der Dicke des Monolayers
durch eine zweite Lipidschicht ist. Auch die Sattig der Steigung tritt bei beiden

Detektionsmethoden zum gleichen Zeitpunkt, bei @@ Minuten ein.
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Abb. 5.10 Simultane SPR- und Impedanzmessungmdikmer Vesikelfusion
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Abb. 5.11 Entwicklung des Membranwiderstandes érsichiedenen Vesikelfusionen

In Abb. 5.11 sind die Widerstandsanderungen als kffam der Zeit fur mehrere
Vesikelfusionen dargestellt. Man sieht, dass eensithtlich keine Regelmaligkeit in der
Kinetik des Prozesses gibt. Der cyanfarbene Gragibtwauf einen exponentiell abklingenden
Wachstumsverlauf hin. Dieser ist auch beim schwa@eaphen sichtbar, allerdings gibt es
hier nach etwa 80 Minuten ein kleines Widerstandsmam, welches im weiteren Verlauf
der Vesikelfusion nie mehr erreicht wird. DiesesxMaum gibt es auch beim hellblauen
Graphen, jedoch fallt bei diesem die Erh6hung dedev8tandes sehr niedrig aus. Der rote
Graph folgt mit seiner sigmoidalen Form ziemlicmge einer Gauss-Funktion wéhrend der
grine Graph fast linear ansteigen zu scheint. Dagplen haben aber alle gemeinsam, dass
die Anderung des Widerstandes nach etwa 300 MirintéWesendlichen abgeschlossen ist.

5.6.3 Vergleich der Eigenschaften von Monolayer resiiltierender Membran
Zum Anfitten der Impedanz Daten der Vesikelfusiomewl des fertigen Bilayers wurde das

gleiche Modell verwendet, wie fur die Monolayer @AlL.6), nur dass es jetzt R(Bi) sowie
C(Bi) enthalt.
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Vor der Vesikelfusion Am Ende der Vesikelfusion Nach dem Spiilen
Nummer | C(Mono) | R(Mono) [ C(Tether) [ C(Bi) R(Bi) [C(Tether)[{ C(Bi) | R(Bi) |C(Tether)
3 1,16 5,63 2,46 0,73 41,08 2,4 0,74 | 39,98 2,4
6 1,43 0,45 2,40 1,09 32,82 15 1,05 | 37,13 15
8 1,10 17,24 8,21 1,07 23,16 4,0 1,09 | 23,08 4,4
1 1,16 0,18 3,76 0,89 22,89 2,6 1,06 | 14,43 1,7
10 0,79 9,06 9,76 0,81 13,44 6,4 0,82 | 12,99 6,8
7 1,08 0,87 3,16 0,73 13,46 4,6 0,75 | 12,57 3,5
9 1,15 3,27 8,06 0,93 26,26 3,5 1,12 | 10,40 3,7
5 1,48 4,80 6,97 0,96 9,58 10,5 1,01 9,26 9,5
4 1,45 1,64 2,48 1,00 9,79 4,7 1,01 8,07 51
11 1,56 0,61 7,84 1,32 4,61 12,0 1,38 4,00 10,7
2 1,27 0,04 7,57 0,85 0,48 7,2 0,86 0,53 6,6

Tab. 5.4 Elektrische Eigenschaften zu verschie@adien einiger Vesikelfusionen

Tabelle 5.4 zeigt eine Ubersicht liber die elekiriscEigenschaften der Membranen einiger
ausgewahlter Vesikelfusionen zu verschiedenen &taddie einzelnen Experimente sind
nach sinkendem Widerstand der fertigen Membrandreso

Bei allen Experimenten ist der Membranwiderstandtiggen und die Membrankapazitat
gesunken. Die Tetherkapazitat andert sich durchvdskelfusion meistens deutlich, jedoch
gibt es sowohl Falle, bei denen sie sich erh6haath solche, bei denen sie niedriger wird.
Die erzeugten Bilayer besitzen nach dem Spilen Mamtiderstande zwischen 0,53 und
39,98 MQ*cm? sowie Kapazitaten von 0,74 bis 1,88*cm™. Wie bei den Monolayern
scheinen Membrankapazitat und —widerstand nictekdimiteinander verbunden zu sein.
Zwar besitzt der Bilayer mit dem hdchsten Widerdté¥r. 3) auch die niedrigste Kapazitét,
dagegen hat der Bilayer mit dem zweithdchsten Vgtded (Nr. 6) eine recht hohe Kapazitat.
Auch der widerstandsschwéchste Bilayer (Nr. 2)ke@ite besonders hohe Kapazitat.

Des Weiteren ist kein deutliches Muster zu erkenoéngute Membranen eher aus starken
oder schwachen Monolayern entstehen. Die funf sténkBilayer entstanden aus Monolayern
mit Widerstandswerten zwischen 0,18 bis 17,2@*®m?2. Es scheint jedoch das Muster zu
geben, dass sich der Widerstand sehr starker Myeiia Laufe der Vesikelfusion nur noch
wenig andert, wodurch man aus sehr starken Monolayerr mittelstarke Membranen

erhalten kann.



Ergebnisse und Diskussion 67

5.6.4 Auswirkung des Spulens auf die Membran

Anhand der Tabelle 5.4 kann man auch untersuchensiwh das nach der Vesikelfusion
durchgefuhrte Spulen auf die elektrischen Eigerfsehaer Membran auswirkte.

Man sieht, dass sich, von einigen Ausnahmen abgaseéler Widerstand der Membran durch
das Spulen erniedrigt und sich die Kapazitat erhdiet Qualitat des Bilayers also abnimmt.
Durch den Spilvorgang wird also ein Teil des Ef#sktder Vesikelfusion wieder
.ruckgangig“ gemacht. Die Tether Kapazitat andeitd durch den Spulvorgang in keinem
der Versuche nennenswert, auch dann nicht, wemmn esner starken Anderung der brigen
Parameter (Versuch 9) kam. Daraus kann man folgkaxss die Tether Kapazitat nicht mit
den Eigenschaften der weiter auR3en liegenden Menkmaeliert ist. Sie reagiert immer nur
auf Anderungen der Zusammensetzung der Flussigkeitether Bereich, und ist somit ein
guter Indikator dafir, ob wahrend eines Versuchieffesdie Membran penetrieren.

Uber die Auswirkungen der Flissigkeitsbewegungen Zelle wahrend des Spiilvorganges
kann nur spekuliert werden. Durch die Bewegung én fiissigkristallinen Struktur der
Membran kénnten die Lipidmolekile eine energetigdhstigere Position einnehmen. Zum
anderen sollten an der Membran anhaftende Vesikelfteie Lipide durch die Strémung
entfernt werden. Die Einstellung eines Gleichgevasmach dem Spulen dauerte in einigen
Fallen nur etwa 1,5 Stunden (drei Impedanzmessyngeranderen langer und manchmal

wurde auch nie ein Gleichgewichtszustand erreicht.
5.6.5 Probleme bei der Vesikelfusion
Bei sehr vielen Experimenten trat das Problem @ags das System nach dem Spulen keinen

Gleichgewichtszustand erreichte, sondern die (Giaties Bilayers sukzessive schlechter

wurde.
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Abb. 5.12 Verhalten von Widerstand und Kapazit&hndem Spilvorgang

Abb. 5.12 zeigt einen sehr typischen Verlauf desléistandes und der Kapazitat eines
Bilayers in Abhangigkeit der Zeit nach dem Spuharg. Die grinen Pfeile zeigen
Widerstand und Kapazitat am Ende der Vesikelfusiemplauen Pfeile die Eigenschaften des
Monolayers.

Man sieht, dass der Membranwiderstand direkt narh 8pilen etwas hdher ist als davor,
dann beginnt er jedoch in einer Exponentialfunktiabhzunehmen. Die Funktion der
Membrankapazitat hat vor allem zu Beginn der Megsareinige Schwankungen, zeigt aber
Uber den gesamten Zeitraum gesehen fast lineagigesties Verhalten. Dabei Gbersteigt sie
schon nach kurzer Zeit den Wert des DPTL MonolayPer Membranwiderstand lag in
diesem Beispiel nach einigen Tagen noch knapp déxer Wert des Monolayers, es gab aber
auch viele Falle, bei denen dies nicht der Fall. war

Es wurde aber gezeigt, dass die Funktionsfahigk&itMembran trotz dieses Verlustes an
Dichtigkeit erhalten blieb. So wurde erfolgreichlidamycin in einen derart ,geschwéchten*
Bilayer eingebaut, was bei einem reinen DPTL Moyetanicht moéglich ist. Der Bilayer

bleibt also wahrend dieses Vorganges intakt, drevenur einen Grol3teil seiner elektrischen
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Dichtigkeit. Auch die Tether Kapazitat nimmt wahdeshes Vorganges immer zu. Dies spricht
fur eine langsame Erhdhung der lonenstarke im mdes Tether Bereiches.

Ein weiteres Problem, welches wahrend der Vesikalhen auftrat, scheint eng mit diesem
Vorgang verwandt zu sein. Bei Vesikelfusionen, aneh der Membranwiderstand in der
ersten Zeit extrem stark und schnell anstieg, pesses haufiger, dass der Membranaufbau
plétzlich ,kippte” und sich die elektrischen Eigehaften wieder verschlechterten. In Abb.
5.13 sind einige Bode Plots zu verschiedenen Stadimer derart fehlgeschlagenen

Vesikelfusion dargestellt.
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Abb. 5.13 Bode Plots zu verschiedenen Stadien hkgeschlagenen Vesikelfusion

Nach der ersten Impedanz Messung (30 Minuten)estdiderstand des ohnehin schon sehr
dichten Monolayers stark angestiegen. Eine Messspdter (60 Minuten) flacht die
Phasenkurve ab und das Plateau bei -90° wird kuMdiach dem Spullen hatte die
Phasenkurve eine vollig andere Form.

Abb. 5.14 zeigt die Ergebnisse des gesamten Expates.
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Abb. 5.14 Verhalten von Widerstand und Kapazitdireéd der Vesikelfusion

Man sieht, dass der Widerstand des Monolayerssatst stark zunimmt, um dann einen
Sprung nach unten zu machen. Nach einiger Zeinbegr wieder langsam zu steigen. Nach
800 Minuten wurde das System gespiilt und der Whialedsbegann in ahnlicher Weise wie in
Abb. 5.12 wieder zu sinken.

Eine weitere Auffalligkeit ist, dass in der Anfapgsse der Vesikelfusion trotz der deutlichen
Erhéhung des Membranwiderstandes die Membrankd@pazit statt abnimmt. Abb. 5.15
zeigt den Niquist Plot zu verschiedenen Stadiesadi®&/esikelfusion. Auf den ersten Blick
scheint die Membrankapazitat wahrend der Vesikefusabzunehmen, da der obere
Halbkreis des Monolayers kleiner wird. Der Fit zgigdoch, dass nur die Tetherkapazitat

einen starken Sprung nach unten macht, die Mondagazitat dagegen leicht ansteigt.
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Abb. 5.15 Niquist Plot zu verschiedenen Stadierfeldgeschlagenen Vesikelfusion

Zusammenfassend kann man feststellen, dass zwekt&ffbeobachtet wurden, die die
Vesikelfusion storen. Zum einen kam es nach dente8@iner ansonsten normal verlaufenen
Vesikelfusion zur sukzessiven Verschlechterungefigktrischen Eigenschaften der Membran
bis unter die des Monolayers. Zum anderen kam dwemd der Vesikelfusion zu einer
plotzlichen Verschlechterung der elektrischen Esgbaften der Membran. Dies kindigte
sich dadurch an, das die Membrankapazitat wahren¥esikelfusion zu- statt abnahm.
Diese beiden Effekte stellten ein erhebliches Fobliir diese Arbeit dar, da fir die genaue
Untersuchung des Einflusses einer Hydrogelschichtlee Membran diese mdglichst stabile
elektrische Eigenschaften haben muss.

Es scheint, als ob diese beiden Probleme nur ghenlVesikelfusionen auftraten, bei denen
Teile der Messapparatur bereits einer gewissen wemigung durch die Bestandteile der
Hydrogel-Wachstumslosung ausgesetzt worden war@an.néuen oder ausgeliehenen
Teflonzellen wurden vdllig stabile Membranen hetghits Offensichtlich enthalt die
Wachstumslosung einen oder mehrere Stoffe, die eorenale Vesikelfusion unmdglich
machen. Dieser Stoff muss an einem Teil der Messapr haften bleiben und sich im
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nachsten Experiment in sehr geringer Konzentrafionder Elektrolytflissigkeit I6sen,
wodurch die Vesikelfusion den oben beschriebenetavenimmt.

Wie im Experimentalteil beschrieben wurden zahhei®einigungsprozeduren fir die nicht
austauschbaren Teile der Apparatur getestet. Dobl€éne bei der Vesikelfusion tauchten
aber trotzdem in gewissem Mal3e auf. Die besterigerfoei der Reinigung wurden durch ein
mehrstindiges Aufheizen der Teile in konzentrierBahwefelsdure, gefolgt von einer
mehrtagigen Lagerung in derselben erzielt. Nackedi®ehandlung konnten relativ stabile
Membranen erzeugt werden, die jedoch immer nocktedater waren als solche in voéllig
neuen Messzellen.

Um herauszufinden, welche Komponente der Wachstisusj so hartnackig an den
Bauteilen der Messapparatur haften bleibt, wurde @ormal gesauberte Messzelle fir 24h
mit Milli-Q Wasser geflllt stehengelassen. Die sdhaftene, potentiell verunreinigte
Flussigkeit wurde mit verschiedenen Massenspekbmskhen Methoden untersucht.
Allerdings konnten dabei abgesehen von Kaliumiokeine eindeutigen Massenpeaks neben
dem Untergrundrauschen detektiert werden. Trotzbleibt die Theorie der Verunreinigung
die einzig schlissige Erklarung.

Um die Probleme mit der Verunreinigung zu umgehamrde eine Messzelle aus Glas
konstruiert, deren Reinigung wesendlich einfachein ssollte. Leider stellte sich die
Vesikelfusion in einem Glasgefal3 als sehr problestiatdar. In der unmodifizierten Zelle
fand die Vesikelfusion Uberhaupt nicht statt, wedrmutlich die Membran Uber die
hydrophile Glasoberflache gespreitet wurde. Naderebilanisierung des Glases startete die
Vesikelfusion, es wurde aber auch keine stabile btam erhalten. Die Ursache dafir konnte
leider bis zum Ende nicht ermittelt werden.

Des Weiteren wurde versucht, die Vesikelfusion mgehen und stattdessen Membranen
durch die Solvent Exchange Methode herzustellechMEm Austausch des Ethanols gegen
wassrige Elektrolytldosung hatten sich die elekirest Eigenschaften des Monolayers
eindeutig in Richtung Bilayer verandert. Nach egmigeit kam es jedoch, genau wie nach der

Vesikelfusion, zur kontinuierlichen Abnahme des Meamwiderstandes.
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5.6.6 Einfluss des Elektrolyten auf die Vesikeltursi
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Abb. 5.16 Widerstand einer Membran in Abhangighett Elektrolytlésung

Nach dem Auftreten der oben beschriebenen Problenba&i der Vesikelfusion wurde
getestet, ob der Wechsel zu einem anderen Elektrodiglicherweise eine Anderung der
Situation herbeifiihrt. Abb. 5.16 gibt einen Uberkliiber den Widerstand der Membran zu
verschiedenen Stadien (die Zahlen auf der X-Actsses Experimentes. Zur Vesikelfusion
mit dem Monolayer (1) wurde statt der sonst Ublch€Cl Losung eine NaCl Losung
verwendet (2). Nach dem Spulen der Zelle mit NaG$ung, wobei sich der Widerstand
kurzfristig erhohte (3), kam es zum bereits bekammatiiméahlichen Absinken der elektrischen
Dichtigkeit (4). Nach dem erneuten Spiilen der ZalieNaCl Losung kam es wieder zu einer
kurzfristigen Erhdhung des Widerstandes (5), dieratiedriger ausfiel als beim ersten
Spulen, gefolgt von einem weiteren Dichtigkeitsustimit der Zeit (6) Am nachsten Tag
wurde die Zelle mit einer KClI Losung gespilt (7) swdiesmal nicht zur kurzzeitigen
Erh6hung des Widerstandes fuhrte. Ein weitereseéppiiit NaCl LOsung erzielte immer noch
den Effekt der kurzzeitigen Widerstandserhéhung (8)

Eine Erklarung dieser Beobachtungen ist nicht eimfeDie Konzentrationen der beiden
Elektrolytidsungen waren gleich, was sich auch amrsahnlichen Feed-Widerstand der

Messungen zeigte. Trotzdem scheint es einen Umiesczu machen, mit welcher
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Elektrolytldsung die Membran gespilt wird. Bei dé&rwendung von NaCl Losung kommt
es zu einer kurzzeitigen Erhéhung des WiderstarosKCl L6sung nicht. Auch dies kann
jedoch nicht den allmahlichen Abbau der elektriscBechtigkeit verhindern.

Eine solche Differenzierung des Verhaltens der Mamzwischen Na und K'-haltiger
Umgebung lasst das Vorhandensein von Valinomyciden Membran vermuten. Es wurde
bei diesem Versuch aber sehr genau darauf geadass, kein Valinomycin ins System

gelangen konnte.

5.7 Applikation des Hydrogels

5.7.1 Einleitung

Wenn sich eine Membran nach langerer Beobachtungdgeusreichend stabil gezeigt hatte,
wurde, wie im Experimentalteil beschrieben, ein@idgelschicht auf die Membran gebracht.
Wesendliche Variationsparameter waren hierbei doékdddes Hydrogels (einstellbar Gber die
Menge an Wachstumslésung), die Konzentration an dvie@ren und Initiator, sowie der
Vernetzungsgrad des Hydrogels (einstellbar GbeMitasomer/Vernetzer Verhéltnis).
Wahrend in den ersten Experimenten sehr dicke Hyaschichten aufgebracht wurden (im
Bereich von Zentimetern) wurde die Technik im Veflder Arbeit verbessert, so dass spater
Dicken von wenigen Millimetern erreicht wurden. Nisdestotrotz zeigen einige der ersten
Experimente, bei denen die gesamte Messzelle ndtddpel geflllt wurde, dass es moglich
ist, auf einen flussigen Elektrolyten vollstandig\werzichten.

Die genaue Einstellung der in der Zelle verbleimndlenge an Elektrolytldsung war ein
sehr wichtiger Punkt. Wurde zu wenig Flussigkeiter Zelle gelassen, lief die Membran an
einigen Stellen trocken und verlor deutlich an QaalAul3erdem lief die Polymerisation bei
zu hoher Initiatorkonzentration zu schnell ab, assddie Reaktionswarme die Temperatur des
Systems uber die LCST ansteigen liel3. Dies erzeeigtaveil3es, unregelmaiig geformtes
Hydrogel. Verblieb zu viel Flissigkeit in der Zellso war die Monomer- oder
Initiatorkonzentration zu niedrig und die Polymatien fand nicht statt.

Tabelle 5.5 zeigt eine Zusammenfassung aller Exmgrie, bei denen das Zielsystem
vollstandig aufgebaut wurde.
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Nummer | Menge Monomerlésung [ Vernetzungsgrad | verwendetesLipid
1 komplette Zelle 1:100 DPhyPC
2 komplette Zelle 1:100 Acryl-DMPE
3 komplette Zelle 1:100 DPhyPC
4 100 pl 1:100 DPhyPC
5 100 pl 1:50 DPhyPC
6 100 pl 1:25 DPhyPC
7 200 ul 1:100 DPhyPC
8 100 U| 1:100 AcryI—DPhyPE +
DPhyPC 1:10

Tab. 5.5 Auflistung aller vollstandig hergestell®ysteme

Fur die Auswertung sollen diese acht Experimentenei Gruppen aufgeteilt werden. In der
ersten Gruppe ist zur Beschreibung der EIS Spekitesn Systems aus Membran und
Hydrogel immer noch das R(RC)C-Modell gultig, wedshauch flr die reinen Membranen
verwendet wurde.

In der zweiten Gruppe hat die Applikation des Hyphls erheblich starkere Auswirkungen
auf die Impedanz Daten und zu deren Beschreibungs mas bisher verwendete Modell

verandert werden.

5.7.2 Beschreibung des Systems mit einem R(RC)Celllod

Bei den vier, in diesem Kapitel ausgewerteten Exrpemten, wurde keine fundamentale
Veranderung der Impedanz Spektren durch die Apjptikaeines Hydrogels auf die Membran
beobachtet. Daher konnte zur Fittung der DatengtiEshe Modell wie fir die Membranen
verwendet werden. In Tabelle 5.6 sind die elekhesc Eigenschaften der Systeme zu
verschiedenen Stadien ihrer Herstellung dargestellt

Genau wie die Membran nach dem Spulen im Anschdusdie Vesikelfusion einige Zeit
bendétigte, um einen Gleichgewichtszustand zu dresicverhalt sie sich auch hier. Nach dem
Spulen des polymerisierten Systems dauerte eseisgwiele Stunden, bis die elektrischen
Parameter des Systems stabil waren. In diesengidles nun zwei Elemente im System,

die einen Gleichgewichtszustand erreichen misserMdmbran und das Hydrogel.
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reine Membran mit Hydrogel mit Hydrogel im GG
Nr. | Feed | R(Bi) | C(Bi) | C(Tether) | Feed | R(Bi) | C(Bi) | C(Tether) | Feed | R(Bi) | C(Bi) | C(Tether)
1 [2785(3570|1,07| 150 |403,3|3301|087| 252 |3437|2605]| 0,88 2,45
3 | 2742|1257 |0,75| 3,46 [3653[11,95[0,74| 4,29 |3228| 1,55 | 0,77 3,80
4138|911 |097| 916 |384 | 732 |101| 1424 | 372 | 299 | 1,10 9,94
5| 298 |2308|109| 441 | 404 | 651 [095| 2567 | 425 | 9,79 | 1,16 4,45

*in Qcm?2
Tabelle 5.6 Verschiedene Stadien der Experimeri3e4,,5

Der Widerstand der Membran nimmt wahrend des Paigatgonsvorganges immer ab. Die
GroRRe des Dichtigkeitsverlustes schwankt zwischieane Faktor von 0,95 bei Experiment 3
und 0,28 bei Experiment 5. Dieser ist nachvollzahlola das radikalische Kettenwachstum
der Polymerketten mit Sicherheit die Anordnung ldprdmolekiile beeinflusst und somit die

Dichtigkeit der Membran erniedrigt. Des Weiterdit tvei jedem Versuch eine Erhéhung des
Feed Widerstandes der Elektrolytlosung auf. Diesdeuauch bei der Polymerisation von
Hydrogelen auf reine Gold Schichten beobachteter@ithtlich behindert das feste Hydrogel
die lonenwanderung starker als eine flissige EdKtosung. Wahrend sich die

Membrankapazitat durch das Hydrogel nur geringfigegandert, beobachten wir einen
deutlichen Anstieg in der Tether Kapazitat. Diesicsph wieder fir die Beeinflussung der

chemischen Doppelschicht auf der Goldoberflachecldulie Monomere. Um dies zu

bestédtigen, wurde eine fertige Membran mit Wachstdsung gespult, ohne diese zu
polymerisieren. Dabei kam es ebenfalls zu einebBkuhg der Tether Kapazitat. Bestandteile
der Wachstumslésung penetrieren also die Lipidmamhmd gelangen so in den Tether
Bereich. Hier bewirken sie eine Erhohung der Kagazler chemischen Doppelschicht. Bei
einer unmodifizierten Goldoberflache verhielt sidie Situation genau gegensatzlich: hier

wurde die Kapazitat der Helmholz Schicht durchW&chstumslosung erniedrigt.

Die bis hierher besprochenen Auswirkungen der Hyelapplikation bezogen sich nur auf
die erste Messung des fertigen Systems. Wahrengkegliseinen Gleichgewichtszustand

erreichte, wurden weitere Daten gesammelt.
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Abb. 5.17 Verhalten des polymerisierten Systemis dam Spulen

Abb. 5.17 zeigt das Verhalten des Systems aus Eweet 5 nach dem Spulen. Der
Membranwiderstand steigt von 6,5 auf zwischenzaitliber 13 MR*cm?2, erreicht aber nicht
mehr die Hohe der reinen Membran. Danach bleibt \W&terstand fur kurze Zeit fast
konstant und beginnt dann linear abzufallen. Nawa &4 Stunden scheint der Widerstand
einen Gleichgewichtswert erreicht zu haben. Die d&a#gat steigt zu Beginn mit dem
Widerstand und flacht ab, wahrend die Widerstands&kuhr Maximum erreicht. Danach
bleibt sie konstant.

Fur dieses Verhalten gibt es zwei mdgliche Ursact@mm einen kann es sich bei den
beobachteten Anderungen der elektrischen Eigertschaer Membran um eine Folge des
Quellens des Hydrogels handelt. Die dabei auftdeten mechanischen Spannungen
verformen die Lipidmembran und beeinflussen sord&iehtigkeit. Die andere Méglichkeit
ist, dass es sich dabei wieder um eine AnderungZdsammensetzung der Fliissigkeit im
Tether Bereich handelt. Direkt nach der Polymensatvar dieser abgeschlossene Bereich
geflllt mit nicht polymerisierten Resten der Waahsslosung. Durch das Spulen wurde nur
die Flussigkeit im Raum oberhalb der Membran awapeht, die Fllssigkeit in Tether
Bereich blieb dort eingeschlossen. Erst im LaufeZit kam es durch langsame Diffusion
durch die Membran zu einer allmahlichen VerdunndegStoffe im Tether Bereich.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass die beobachtdtéandPene durch eine Kombination dieser

beiden Vorgéange hervorgerufen wurden.
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5.7.3 Beschreibung des Systems mit einem R(RC)Rajell

Bei den anderen Experimenten aus Tabelle 5.5 kamzweseiner viel starkeren

Wechselwirkung zwischen den beiden Komponenten Mamiund Hydrogel. Nach der

Hydrogelapplikation war eine Modellierung mit dem(R)C Schaltkreis nicht mehr

maoglich, da der Niquist Plot (linke Seite von Al#h18) nach dem zweiten Halbkreis noch
nicht endete. Er &hnelte damit sehr den Monolagemdritten Kategorie (vergleiche Abb.
5.9)

Kapazitat und Widerstand modelliert werden.

Die elektrische Doppelschicht musste alsoderiedurch die Parallelschaltung von
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Abb. 5.18 Niquist- und Bode Plot nach der Hydrogpliation im Experiment 6
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Abb. 5.19 R(RC)(RC) Modell

Am Bode Plot (rechte Seite von Abb. 5.18) erkenr@nndie Anwesenheit des zweiten
Widerstandes deutlich am Vorhandensein eines zmwdfteickes in der Impedanzkurve.

Aufgrund von spéter durchgefihrten Experimenten\falinomycin wurde geschlossen, dass
der Knick bei niedrigerer Impedanz den Membranvatierd reprasentiert.
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Tabelle 5.7 fast die Ergebnisse der beiden Expetieneusammen.

ohne Hydrogel mit Hydrogel mit Hydrogel im GG
Nr |Feed | R1 | C1 | C2 | Feed | R1 | Cl1 |R2 | C2 |Feed |R1 | Cl| R2 | C2
6 39,6 | 536 {099 363 31,1 |014|1,02|[4,08|7,58| 34,3 |0,16]|0,98| 8,99 | 9,11
7 39,1 |10,40| 1,12 |3,66| 505 |0,98|1,21|6,30(8,38] 64,9 |0,55|1,23|16,04(11,12
*In Qcm?2

Tabelle 5.7 Verschiedene Stadien der Experimentel6/

Die Anderungen der elektrischen Parameter durcligiFogelapplikation entsprechen denen
der Experimente 1,3,4 und 5. Allerdings fallt dierkihngerung des Membranwiderstandes
hier besonders deutlich aus. Mdglicherweise kam aaggrund dieser niedrigen
Membrandichtigkeit auch zu einer solch starken V¥ebhirkung zwischen Membran und
Hydrogel, so dass der Wechsel des Modells nétigdewuDiese These wird durch das im

nachsten Kapitel besprochene Experiment gestitzt.

5.7.4 Hydrogelwachstum auf einer Membran, die Hgdtanker enthalt

In diesem Experiment wurde eine Membran hergesth#it aus einer Mischung von Acryl-
DPhyPE und DPhyPC im molaren Verhaltnis 1:10 best&ne Membran hatte mittelgute
elektrische Eigenschaften und zeigte eine nochkestér Wechselwirkung mit der
aufgebrachten Hydrogelschicht als die Experimemtdetzten Kapitel. Abb. 5.20 zeigt die

Bode Plots des Systems zu vier verschiedenen &tadie
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Abb. 5.20 Bode Plots verschiedener Stadien desrixgates 8

Direkt nach dem Hydrogelwachstum hatte der Widadstder Membran etwas abgenommen,
der Graph liel3 sich aber noch mit dem R(RC)C Mofiedin. Mit der Zeit anderte sich die
Form des Bode Plots aber erheblich, so dass eilh¥éezum R(RC)(RC) Modell ndétig
wurde. Auch im Niquist Plot wurde der dritte Halbig, wie im linken Teil von Abb. 5.18
sichtbar. Beim Wechsel der Modelle (von 115 auf 8iAd) macht der Membranwiderstand
einen Sprung mit einem Faktor von etwa zwei. Die dem Modellwechsel vorhandenen
Trends setzen sich aber danach fort. Der Membraestadd verringert sich kontinuierlich bis
zum Ende der Messung. Vermutlich werden durch deell@rgang des Hydrogels die
Hydrogelanker aus der Lipidmembran herausgerissedurch immer mehr Defekte in der
Membran entstehen.

AulRRergewdhnlich im Vergleich zu den anderen Expeniten ist hier das Verhalten der
Membrankapazitat. Wahrend sie normalerweise nur z galeicht durch die

Hydrogelapplikation anstieg, macht sie hier einagutlichen Sprung nach unten. Dies
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bedeutet, dass die Dicke der Membran zugenommerDlaat ist dadurch zu erklaren, dass
durch die Einbindung der Kopfgruppen einiger Lipaekile in das Polymer die organische,

nicht leitende Schicht zwischen Gold und Elektidlyting dicker geworden ist.

Ebenfalls auffallig ist, dass die Anderung der EetKapazitat hier noch viel starker ausfiel,

als in den anderen Experimenten. Die erste Messac der Hydrogelapplikation konnte

wieder mit einem reinen Randles Modell gefittet aear, weil die Tether Kapazitat so grol3

ist. In der zweiten Messung war sie sogar noch gréBegann danach aber sehr schnell
abzufallen und stabilisiert sich auf einem Ublichert.

Die Messergebnisse dieses Experimentes lassemmsidbesten in Tabellenform préasentieren
(Tab. 5.8)

Zeit [min] R1 c1 R2 c2
- 5,66 1,13 - 2,00
30 1,99 0,85 - 147,83
51 1,70 0,85 - 242,86
73 2,11 0,84 - 104,17
94 2,27 0,85 - 84,66
115 2,20 0,85 - 67,80
137 1,01 0,89 2,13 9,10
158 0,88 0,88 2,31 9,61
180 0,76 0,88 2,47 9,68
201 0,67 0,88 2,61 9,82
222 0,60 0,88 2,78 10,09
330 0,42 0,90 3,50 10,35
444 0,36 0,91 4,31 10,59
552 0,32 0,93 5,01 10,68
660 0,29 0,95 5,66 10,82
768 0,27 0,96 6,26 10,95
876 0,24 0,98 6,68 11,24
985 0,22 0,99 6,96 11,18
1095 0,19 1,01 7,21 11,30
1204 0,16 1,03 7,08 11,47
1313 0,14 1,05 6,97 11,59
1422 0,12 1,07 6,97 11,81
1534 0,11 1,08 6,88 11,78
1646 0,10 1,10 6,97 11,80
1756 0,09 1,12 6,91 11,81
1867 0,08 1,13 6,86 11,51

Tab. 5.8 Entwicklung der elektrischen ParameteExperiment 8

Uber die Ursache des auffalligen Verhaltens dehdreiKapazitat in diesem Experiment kann

nur spekuliert werden. Sicher ist, dass die koualeBindung zwischen Membran und
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Hydrogel deren Wechselwirkung erheblich erhdht, wasEndeffekt zur Zerstérung der
Membran fuhrt. Interessant ist aber der Umstanss dar Verlust an elektrischer Dichtigkeit
erst erfolgte, als das System gespilt wurde. Dielt gine Untermauerung der These dar,
dass sich der Quellvorgang des Hydrogels auf dienbfan auswirkt. In einem wichtigen
Experiment, welches aus Zeitgrinden nicht mehr flgettihrt werden konnte, misste das
Hydrogel in einer niedrigeren Konzentration polymsiert werden, so dass beim Spilen kein
weiteres Quellen erfolgen wirde. Dann wiirde die Kiem mdglicherweise stabil bleiben.
Nichtsdestotrotz war die Membran in diesem Expenimauch noch funktionsfahig: im

letzten Teil des Experimentes wurde erfolgreichindahycin eingebaut.

5.8 Einbau des lonencarriers Valinomycin

5.8.1 Einleitung

Nach der Zugabe des lonencarriers Valinomycin enFussigkeitssaule tber dem Hydrogel
kam es, im Gegensatz zur reinen Membran nicht neresofortigen Absenkung des
Membranwiderstandes, sondern der Prozess traersiyert ein. Dies war zu erwarten, denn
bei einer vollstindig geschlossenen Hydrogelschitber der Membran muss das
Valinomycin durch das Gel hindurchdiffundieren. Bas Molekul nach auf3en hin stark
hydrophob ist, ein Hydrogel aber hydrophilen Chaeakat, ist es verstandlich, dass dieser
Prozess viel Zeit bendtigt. Der Effekt des Valinamg war in den meisten Fallen ab der
zweiten oder dritten Impedanzmessung nach der Zugaihtbar. Dabei kam es zu einer
drastischen Verringerung des Widerstandes, die eadgen Stunden abklang. Nach etwa
einem Tag befand sich das System wieder im Glewloye. Bei den meisten Experimenten
wurde dann die KCI Umgebung gegen NaCl ausgetausdbd der Elektrolyt auch im
Hydrogel gebunden war, reichte ein einfaches Spiuileit aus, sondern es musste tber einen
langeren Zeitraum mit einer Peristaltik Pumpe Na@dung durch die Zelle gepumpt werden.

5.8.2 Elektrische Eigenschaften nach dem EinbauMalimomycin

Abb. 5.21 zeigt die Bode Plots einiger Ausschratis dem Experiment 5, in Tabelle 5.9 sind

die Ergebnisse aller Experimente aufgefuhrt.
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Nr.|Feed | R1 | C1 | R2 | C2 |[Feed| R1 | C1 | R2 |C2|Feed | R1 | C1| R2 | C2
1 | 343,7 (26,05]| 0,88 - 2,4 1259,4| 1,66 | 0,86 - 2,6 - - - - -
313228 155 | 0,77 - 3,8 {320,8| 0,04 | 0,85 |46,12(3,4(331,2]10,12(0,80|39,54| 3,9
4 | 37,3 | 2,99 | 1,10 - 99351 | 003 | 1,34 |10,80(55( 48,3 12,29(1,18|10,73| 7,4
51 426 | 9,79 | 1,16 - 451|415 0,28 | 1,11 - 56| 47,0 (4,48]1,18 - 3,9
6| 343|016 1098|899 |91 | 37,5 |1,46**| 1,03 |34,67|8,2 - - - - -
71649 | 055 |1,23116,04(11,1| 46,3 (1,62*| 1,24 |12,46|8,7| 49,7 10,03(1,25]|20,33| 6,7

*in Qcm?2
** in k Qcm?2

Tab. 5.9 Verschiedene Stadien der Experimente atiidmycin

Bei den Experimenten 3 und 4 mussten die ImpedaaterD nach dem Einbau von
Valinomycin auch mit dem R(RC)(RC) Modell gefitiwerden. Die charakteristische Form
des Niquist Plots mit den drei Halbkreisen blielbe&laauch nach dem lonenaustausch noch

erhalten. Dies zeigt, dass der Modellwechsel niat durch den erniedrigten Widerstand
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notig wird, sondern tatsdchlich eine Anderung deengischen Doppelschicht im Tether
Bereich stattfindet.

Auffallig ist die unterschiedliche ,Wirksamkeit® wo Valinomycin, welches immer in
derselben Konzentration zugegeben wurde. Tabdl@ Zeigt das Verhaltnis der Widerstande

vor und nach der Valinomycinzugabe, sortiert nadlemdem Anfangswiderstand.

Widerstand vor der Verhaltnis Widerstand
Nummer Valinomycinzugabe vor/nach Valinomycinzugabe
1 26,05 15,7
5 9,79 34,7
4 2,99 85,9
3 1,55 43,0
7 0,55 336,8
6 0,16 106,6

Tabelle 5.10 Verhéltnis der Widerstande vor undmnaer Zugabe von Valinomycin

Man erkennt den Trend, dass die Widerstandssen#ungh Valinomycin bei sehr starken
Bilayern niedriger ausfallt, als bei schwachen. Migerweise ist der Einbau des Molekils

bei besonders dichten Membranen erschwert.

Nach dem Spilen mit NaCl Lésung wurde nie mehr dFiderstand vor der
Valinomycinzugabe erreicht. Daflir gibt es zwei Gténzum einen besitzt Valinomycin auch
eine, wenn auch sehr geringe KoordinationsfahigkeitNatrium lonen. Zum anderen lasst

sich das im Hydrogel gebundene KCI vermutlich roéstandig aus dem System entfernen.

5.8.3 Vergleich der Kinetiken des Einbaus bei dersehiedenen Experimenten

Um zu untersuchen, wie sich die Maschengro3e dds &mvie dessen Dicke auf den
Diffusionsprozess auswirken, wurden die Membraneit &elen unterschiedlichen
Vernetzungsgrades und verschiedener Dicken uUbenzojach der Valinomycinzugabe
wurden in Abhangigkeit der Zeit Impedanzspektremggsen. Um die Daten aus diesen
Experimenten vergleichen zu kénnen, wurde jeweds dormierte Widerstand, also der
Widerstand zu einer bestimmten Zeit dividiert duddn Widerstand zum Zeitpunkt null

aufgetragen.
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Abb. 5.22 Verlauf der normierten Widerstande mit£kit nach der Valinomycinzugabe

Es konnte keine Abhangigkeit der Diffusionsgescliigkeit des Molekils vom
Vernetzungsgrad des Hydrogels nachgewiesen wekdiéglicherweise sind die Maschen des
Gels viel groRer als das Valinomycin, so dass kiakierung oder Verdopplung ihrer Grol3e
uberhaupt keinen Einfluss auf die Diffusionsgesciuigkeit hat. AuRerdem gibt es zwei
grol3e Probleme, die die Zuverlassigkeit einer ssicMessung stark einschrdnken. Zum
einen ist die Zeitauflosung einer Impedanz Messeig schlecht, da ein Scan mindestens 20
Minuten dauert, was es schwierig macht, auf diesgs®eine Kinetik zu untersuchen. Zum
anderen wurde im vorigen Kapitel gezeigt, dass th&orporationsbereitschaft des
Valinomycins vom Anfangswiderstand der Membran algihéd so dass diese Daten nur
schlecht miteinander verglichen werden kdnnen.

Nichtsdestotrotz beweist der Graph in Abb. 5.2Z&sddie Zeitverzégerung in der Wirkung
des Valinomycins eindeutig von der Diffusion dudds Gel herrihrt, da die Reaktionszeit in

Experiment 7, in dem die Hydrogelschicht doppelti®& war, um einiges langer ist.
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5.9 Auswirkung der Hydrogelschicht auf die Stabili&t der Membran

Um dem eigentlichen Ziel dieser Arbeit gerecht zerden, wurden einige Experimente
gemacht, um die Stabilitat einer gewohnlichen, sobétzten Membran mit der eines
Membran-Hydrogel Verbundsystems zu vergleichen. uDazurden beide Systeme in
identischen Zellen aufgebaut. Der Fillstand an tEdklOsung war in beiden Fallen
identisch, nur dass beim Hydrogelsystem ein TeilFdassigkeit im Gel gebunden war. Die
beiden Zellen wurden offen, unter Raumtemperatur2fti Stunden stehen gelassen. Nach
dieser Zeit war die Flussigkeit Uber der ungesdkiitMembran vollig verdunstet und nur
noch eine Salzkruste vorhanden. Eine Impedanzmgssgab einen Bode Plot in der Form,
die einem Monolayer der dritten Kategorie ahnehbhb( 5.24). In der anderen Zelle war
naturlich auch die Flussigkeitssaule tber dem Hyelrowerdunstet, das Gel selbst lag also
jetzt an der Luft. Nach dem Auffillen mit Elektrdsung wurde eine Impedanzmessung
durchgefuhrt, die nur wenig veranderte elektrisElgenschaften offenbarte (Abb. 5.23).

Ein weiterer Vorteil der Hydrogelschicht ist, dase der Membran mechanische Stabilitat,
sowie einen gewissen Schutz vor der Gravitatiotebi&so konnte das System problemlos

geschuttelt und auch auf den Kopf gestellt werdéng elektrische Dichtigkeit zu verlieren.
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Abb. 5.23 Normale Membran vor und nach 24 Stundetiea Luft
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6. Zusammenfassung

Das Hauptziel dieser Arbeit, die Verstarkung vorrdBchengebundenen Lipidmembranen
(tBLMs) mit Hydrogelschichten, wurde erreicht. DisStrukturen wurden durch die
radikalische Polymerisation von N-Isopropylacryldmund Methylenbisacrylamid als
Vernetzer auf den fertigen Membranen hergestekt.eBviesen sich als widerstandsfahiger
gegenuber mechanischer Belastung als die ungesehiMembranen und es konnte gezeigt
werden, dass sie fur langere Zeit an der Luft stédisnen ohne auszutrocknen. Durch den
erfolgreichen Einbau des lonencarriers Valinomy&wonnte die Funktionsfahigkeit der
Lipidmembran unter der Hydrogelschicht bewiesendeer

Es wurde untersucht, welche Auswirkung die Hydrsgeicht auf die elektrischen
Eigenschaften der darunter liegenden Membran hed. \Ibrhandensein der Hydrogelschicht
auf der Membran auf3ert sich in einer Erhdhung desdPWiderstandes sowie in einer
deutlichen Veranderung der Natur der chemischenpBigphicht auf der Goldoberflache.
AuBBerdem kommt es nach der Hydrogelapplikation mere Verlust an elektrischer
Dichtigkeit der Membran, der mit dem Quellverhaltess Hydrogels in Verbindung zu stehen
scheint.

Es wurden erfolgreich zwei verschiedene Lipidmolekisynthetisiert, welche eine
Acrylatfunktion an der Kopfgruppe besitzen und datu mit in das Hydrogel
hineinpolymerisieren konnen. Nach der Erzeugung @&elymerschicht (ber diesen
Membranen wurden aul3ergewdhnliche elektrische Bawiten, wie etwa eine erniedrigte
Membrankapazitat gemessen. Der Quellvorgang desoggts fihrte allerdings zu einer
allmahlichen Zerstérung dieser Membranen.

Auf dem Weg zur Herstellung des Zielsystems wurdsmireiche DPTL Monolayer
hergestellt, die durch Vesikelfusion zum Bilayegaizt wurden. Der Vorgang wurde mit
Impedanzspektroskopie sowie Oberflachenplasmonegkt@skopie verfolgt. Die grol3e
Anzahl der durchgefiihrten Experimente erlaubte eBstatistische Betrachtung der
Eigenschaften von Monolayern und Membranen.

Ein grol3es Problem, welches im Laufe der Arbeibinefriedigend geldst werden konnte, ist
die Unvertraglichkeit einer Komponente des Hydregsglems mit den Lipidmembranen,
welche in vielen Fallen zu einem langsamen Abbatetiktrischen Dichtigkeit der Letzteren

fuhrte. Auf dieser Erkenntnis aufbauend, wéare eser@ssant in Zukunft andere
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Hydrogelsysteme als Ergdnzung der Lipidmembranen testen. Erste Schritte mit
photovernetzbaren Polymeren wurden dazu schonnamtenen
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Anhang A: Abklrzungsverzeichnis

a

A

Abb.

AC
Acryl-DMPE
Acryl-DphyPE
AFM

APS

Bi

BK-7

BLM

COSsY
CPE

d

d

A

DC
DMPE
DNA
DPTL

DPhyPC
DPhyPE
€

€0

EIS

Durchmesser eines solvatisierten lons
Flache einer Kapazitat
Abbildung
engl.alternating current
1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphoetimdacrylamid
1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phosphatolacrylamid
engl.atomic force microscope
Ammonuimperoxodisulfat
Bilayer
Bezeichnung fur einen universellen Glastyp
engl.black lipid membrane oder bilayer lipid membrane
Kapazitat
engl.correlation spectroscopy
engl.constant phase element
Dicke (eines Dielektrikums)
Dublett
Fehler einer Messgrolie
Dunnschicht Chromatogramm
1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethandlam
engl.deoxyribonucleic acid
2,3-di-O-phytanyl-sn-glycerol-1-tetraethylengbl-D,L-o-
liponséaureesterlipid
1,2-Diphytanoyn-Glycero-3-Phosphocholin
1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethamoia
Dielektrizitatskonstante
Dielektrizitatskonstante des Vakuums
engl.electrical impedance spectroscopy
Equivalent
Elektronenspinresonanz
elektrische Feldstarke in Z-Richtung
Frequenz

freie Enthalpie
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Gl. Gleichung

H Enthalpie

i imaginare Einheit

I Stromstarke

Im Imaginarteil

Kph,o Wellenvektorkomponente eines Photons in Ausbregtiolgtung
ksp Wellenzahl eines Plasmons

I Lange (eines Leiters)

LASER engl.light amplification by stimulated emission of ratis
LaSFN9 Bezeichnug fur einen hochbrechenden Glastyp
LCST engl.lower critical solution temperature

LB Langmuir-Blodgett

m Multiplett

MBA Methylenbisacrylamid

Mono Monolayer

NIPAAM N-Isopropylacrylamid

NMR engl.nuclear magnetic resonance

p. a. lat. pro analysi (Reinheitsgrad)

pH lat. Potentia Hydrogenii

PEG Polyethylenglycol

P(NIPAAmM)  Poly(N-Isopropylacrylamid)

p spezifischer Widerstand

R Widerstand

Re Realtell

S Entropie

s-BLM engl.supported bilayer lipid membran

SDS engl.sodium dodecyl sulfate

SP engl surface plasmon

SPR engl surface plasmon resonance

Tab. Tabelle

t-BLM engl.tethered bilayer lipid membrane

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

0 Phasenverschiebung (bei EIS)

Einfallswinkel (bei SPR)
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TSG

uv

1Z]
z. B.

engl.template stripped gold
Spannung

Ultraviolett

Volumen

Maschengrél3e eines Hydrogels
Impedanz

Betrag der Impedanz

zum Beispiel
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Anhang B: NMR Spektren
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