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" Quand nous prendrons conscience de notre roleenté plus effacé, alors
seulement nous serons heureux. Alors seulementpoausons vivre en paix et
mourir en paix, car ce qui donne un sens a laemd un sens a la mort."

Antoine de Saint-Exupéry, Terre des hommes



1 Allgemeiner Teill

1.1 Biologische Lipidmembranen

Biologische Zellen sind von Lipidmembranen umgeligiese Zellmembranen sind
fur die Funktion der Zelle von entscheidender Bédglegt Zum einen umhdllen sie
die einzelnen Zellen und bilden eine hochselekfRermeabilitatsschranke, zum
anderen unterteilen sie das Zellinnere in Reakt@amse, die sogenannten
Kompartimente. Die biologische Membran ist ein fi@es Aggregat bestehend aus
Lipiden, Proteinen und Kohlenhydraten. Wie bereatsvahnt erfolgt durch die
Membranen eine Abgrenzung der Zellen gegen ihre ébhumgg. Es handelt sich
hierbei jedoch nicht um eine starre undurchdrifglidBarriere sondern um eine
selektive Abgrenzung, in die spezifische Proteimegebettet vorliegen. Diese
erfillen je nach Zelltyp unterschiedliche Aufgab&urch Transportsysteme, wie
hochspezifische Pumpen und Kanéle, wird die Molekiil lonenzusammensetzung
des Intrazellularraumes reguliert. Die eukaryoihtscZellen zeichen sich auRerdem
durch die oben genannten Kompartimente aus; es ehlarsich hierbei um
Zellorganellen, die alle unterschiedliche Aufgalggfiillen. In ihrem Inneren laufen
die unterschiedlichsten biochemischen Stoffweckaktionen auf engstem Raum
und doch getrennt voneinander ab.

Die Zellmembran erflllt Funktionen wie den Stofftsport, die Bindung von
Rezeptoren, enzymatische Prozesse und Wechselgeghurwischen benachbarten
Zellen. Die Membranlipide bilden in wassrigen Medispontan geschlossene
bimolekulare Schichten. Membranen sind asymmeteistissige Strukturen. Das
Fluid-Mosaik-Modell von Singer und Nicholson [Simg&972] beschreibt die
Ausbildung einer fluiden Doppelschicht aus zwei wmmolekularen Lipidschichten,
die durch nicht-kovalente Wechselwirkungen zusangebalten werden. Integrale
Membranproteine durchspannen die Membran und erah@&gl einen Stoffaustausch
mit anderen Zellen. Die integralen Membranprotesied lateral beweglich und

bilden carrier, Kanédle und aktive Transporter. Iregénsatz dazu liegen periphere



Membranproteine an der Oberflache der Membrank&mmen beispielsweise durch
elektrostatische Wechselwirkungen festgehalten arerd

Die Lipiddoppelschicht bildet eine nahezu imperntedBarriere flr geladene
und groRere Molekule. Sie verhalt sich wie eine idimgensionale Matrix. Die
Lipide bilden das Grundgertst der Membran. Siedbest aus einer hydrophoben
Kette und einer hydrophilen Kopfgruppe. Diese amppie Eigenschaft und ihr
Dipolcharakter filhren dazu, dass die Lipide in wigssn Milieu spontan
Doppelschichten ausbilden. Die hydrophoben Kettagein sich zusammen,
wéahrend die hydrophilen Kopfgruppen dem Wasserwagdt sind. Dadurch bilden
sich, je nach Art der Lipide und den &uf3eren Badiwggn Lipiddoppel- oder
Multischichten. Die Doppelschicht bildet eine Stwkvon etwa 5nm Starke. Sie

stellt die Grundstruktur der Biomembran dar.

Abbildung 1-1: Schematisches Modell einer Zellmemischiller 2002].

1.2 Biomimetik der Lipidmembranen

Ziel der Entwicklung von Modellsystemen ist die Nabhmung der biologischen
Membran. Allerdings wurde aufgrund der Komplexitder Membranen zur
Erforschung der Membraneigenschaften auf kiinstiMbenbranen aus nur wenigen
Komponenten zuriickgegriffen. Vereinfachte Membradefie waren und sind Ziel

intensiver wissenschaftlicher Untersuchungen. Diehtigsten Komponenten der



Modellmembranen sind amphiphile Molekule, vorranglgospholipide, die sich aus
Losungsmitteln in thermodynamisch kontrollierte Aggate zusammenfinden.

Ziel der Forschung ist die Anwendung der MembranemUntersuchung der in
ihr enthaltenen Rezeptoren, Enzyme und KanalpreteiEin Anwendungsgebiet
stellt die Biotechnologie dar. Nachfolgend soll Xumauf die wichtigsten

Modellsysteme eingegangen werden.

1.3 Modellsysteme

Abbildung 1-2 Modellsysteme, die ausgehend vorCégyebenheiten der naturlichen
Biomembran (Mitte) entwickelt wurden: Vesicle= L$pm; SSM= solid supported membrane=
Festkorperunterstiitzte Membran; BLM= black lipidmteane= Schwarzfilmmembran; tBLM=
tethered bilayer membrane= festkdrperunterstitzéendran mit Abstandhalter (tether)[Naumann
2003].

1.3.1 Liposomen

Phospholipide bilden in wassrigem Medium spontamzkotrische Vesikel, die

Liposomen. Die Liposomenhille besteht aus eineilgomellar) oder mehreren



(multilamellar) wasserunléslichen  Phospholipid-Delsghichten, die einen
wassrigen Kern umschlieBen. Liposomen dienen alsmidanmodelle fir
kalorimetrische und optische Untersuchungen.

In der Pharmazie sind sogenannte drug deliveryeBystseit einigen Jahren
Ziel intensiver Forschungen. Der Begriff definielie Idee der direkten ,Abgabe“
des entsprechenden Arzneistoffes an seinem gewt@msciWirkort ohne
gleichzeitigen Kontakt mit anderen Zellen und demmd verbundenen Risiko von
unerwinschten Nebeneffekten. Negative systemisdfekt& treten vor allem bei
Langzeitanwendung (chronische Erkrankungen) unceidbosen (Chemotherapie
bei Krebserkrankungen) von Arzneistoffen auf. Ljpoen-enthaltende Arzneimittel
sind seit einigen Jahren auf dem Markt. Es zahlerud.iposomen aus Rinder-
surfactant zur intratrachealen Instillation, die zur Behamgjuwles Atemnotsyndroms
bei Frihgeborenen und S&uglingen eingesetzt werdeas Zytostatikum
Doxorubicin zur .2 Injektion ist ein weiteres Liposomen-Praparat. der
liposomalen Darreichungsform ist die Zirkulationszm der Blutbahn deutlich
verlangert. Tumorzellen besitzen aufgrund ihresnsliten Wachstums eine hohe
Neubildungsrate zur Versorgung dienender BlutgefBfiesse kommen bestandig mit
dem Arzneistoff in Kontakt. Die tumorversorgenddntBefal3e haben aufl3erdem im
Gegensatz zu GefalRen in normalem Gewebe Lickegersmnte Gaps. Die intakten
Liposomen dringen durch die Gaps ins Gewebekonmpanti ein und bleiben im
Interstitium des Tumors in der Nahe des GefaResst8&lat am Wirkort eine hohe
Konzentration des Zytostatikums zur Verfligung [Rrezeutische Zeitung 2001].

Auch in kosmetischen Zubereitungen sind Liposomethaten. Ihnen wird
unter anderem eine positive Beeinflussung des Hgtioaszustandes der Haut
zugeschrieben. Die Einbettung verschiedener Substanwie beispielsweise
Vitamine sollen diesen Effekt noch verstarken.

! surfactant: der die Oberflache der Lungenblaschedeckende Flissigkeitsfilm enthalt

Substanzen, die die Oberflaichenspannung herabsebxiese werden allgemein als Surfactant
bezeichnet (Mutschler 1996)

2j.v. intravenos



1.3.2 Black lipid membranes (Schwarzfilmmembranen)

Zur Herstellung der Schwarzfilmembranen oder blépld membranes wird ein
geeignetes Lipid oder Lipidgemisch in organischedsungsmittel gelost und die
Losung anschlieBend Uber ein 1-2mm grof3es Lochnier & eflonplatte gestreift.
Durch Verdampfen des Losungsmittels und self-asedds Lipidmolekile entsteht
spontan eine Lipiddoppelschicht. Die Schicht ersthaufgrund ihrer Dicke (<
Wellenlange des sichtbaren Lichtes) schwanz black lipid membranes lassen sich
die elektrischen Eigenschaften von Membranen undnianproteinen studieren.
Sie eignen sich zur Untersuchung von Stoff- undulbbggtransportphanomenen, wie
sie bei der Permeation durch Lipidschichten audtretDie hervorragenden
elektrischen Eigenschaften sowie die Maoglichkeitr Zinzelkanaluntersuchung
werden durch die geringe mechanische Stabilitdhb@ehtigt.

1.3.3 Festkorperunterstitzte Membranen

Die genannten Nachteile der verschiedenen Mod#disyes fihrten zur Entwicklung
der festkorperunterstiitzten Membranen.

Die funktionelle Kombination von Lipiddoppelschieint mit festen Tragern
wurde in den letzten Jahren zu einem aktuellendrorggsthema [Sackmann 1996].
Der einfachste Ansatz einer festkdrperunterstiutztdembran ist eine
Phospholipiddoppelschicht auf einer OberflachercBulie Angliederung an planare
Oberflachen zeigen diese Membransysteme verglichgnden zuvor genannten
Modellsystemen ein hohes Mal3 an Stabilitat. Duiehpthnare Anordnung wird der
Einsatz einer ganzen Reihe oberflachensensitiveersinchungsmethoden méglich.
Es finden sich darunter spektroskopische wie Ohengnplasmonenspektroskopie,
Oberflachenfluoreszenzspektroskopie sowie elektescwie Elektrochemische
Impedanzspektroskopie (EIS), Cyclovoltammetrie (CWeutronenstreuung und
einige andere mehr. Eine Erlauterung der genanMethoden findet sich im

Experimentellen Teil dieser Arbeit sowie bei Skamgl Leary [Skoog 1996].

- 10-



Festkdrperuntersttitzte Membranen werden verwendeEinbau und Funktion
von Kanal- und Carrierproteinen zu untersuchenLg@membran dient hierbei als
Matrix fur die zu untersuchenden Proteine [CortheB7].

Frihe Untersuchungen gehen von einer Lipiddoppelstlaus, die lediglich
physisorbiert auf einem hydrophilen Substrat vgtli®ie Membran ist durch eine
ultradinne Wasserschicht vom Substrat getrennt [vic€ll 1986]. Dieses Konzept
zeigt jedoch Nachteile. Die rein physikalische Ko kann zur Ablosung der
Membran und damit zu einer sehr geringen Lebensdfilneen. Diese Tatsache
erschwert die Anwendung der genannten Untersucmetipden. Auch die sehr
geringe Dicke der Wasserschicht unter der Lipidnmamb(meist 1-2 nm) schafft
nicht ausreichend Raum fir die Einlagerung vongiratien Proteinen, da fur deren
periphere Domanen ein entsprechender Raum beniitigt Die Mdéglichkeit des
Einsatzes kunstlicher Membranen zur Untersuchungrlicher Membranproteine
wurde von unterschiedlichen Gruppen genutzt, jedosh es schwierig
Untersuchungen an  Lipiddoppelschichten und in ihneanthaltenen
Transmembranproteine durchzufiihren, wenn die Membdnaekt auf dem Substrat
aufgebaut wird. Der dinne Wasserfilm auf dem Sabgft-2 nm) trennt zwar die
Biomembran von der Oberflache und scheint ausrattien eine laterale Mobilitat
der Lipide zu ermdglichen aber ist nicht ausreichem einen Kontakt zwischen
Protein und Substrat zu verhindern. Dies kann zumanezum Verlust der Protein-
Mobilitat fuhren zum anderen ist auch eine Denatung der Proteine
wahrscheinlich [Salafsky 1996]. Die Verwendung vAbstandhaltern zwischen

Substrat und Lipidmembran kann diese Probleme Jvidene

1.3.4 Membransysteme mit Abstandhaltermolekilen

Die genannten Einschrankungen bei den rein fegsgkdnterstitzten Membranen
fuhrten zur Entwicklung neuer Systeme, bei denesta#imhaltermolekile zwischen
Substrat und Lipidschicht eingefihrt wurden. SolcBgsteme werden auch
verankerte bimolekulare Lipidmembranen engl. tettlerbimolecular lipid

membranes, tBLM, genannt. Die Membran kann durcfalemte Anbindung auf der
modifizierten Oberflache verankert werden. Von danen Physisorption gelangt

man so zur chemischen Anbindung, die deutlich EEbiSchichten erzeugt. Es
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kommt zur Entkopplung der Membran vom Substrats®iEntkopplung ist sowohl
strukturell als auch funktionell zu sehen. Der EIRf der Oberflache auf die
Membraneigenschaften wird minimiert. Diese TatsaeHeichtert die Biomimesis
der natirlichen Membran und ihrer komplexen Eigkagen.

Man kann die festkorperunterstiitzten Membraneneirschiedene Kategorien
einteilen. Einmal die rein physisorbierten Modellann die rein chemisorbierten
oder eine Kombination aus beiden. Hier ist die sirel Molekile chemisch an das
Substrat gebunden, entstandene Licken werden miénfrLipiden aufgefllt
[Cornell 1997], [Raguse 1998], [Lingler1998].

Eine Untergruppe der Membransysteme mit Abstanelimtilekilen stellen die
polymerunterstiitzten Membranen dar. Systeme awserdigntergruppe werden im

Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht und ilgefaden genauer erlautert.

1.4 Polymerunterstiitzte Membranen

Wichtige Eigenschaften der biologischen Membraried die laterale Fluiditat und
eine hydrophile Umgebung auf beiden Seiten der MambDiese Anforderungen
mussen auch in einer festkdrperunterstitzten Memértillt sein, wenn diese fur
die Untersuchung von Membranproteinen verwendetd&rersoll. Reaktionen in
Membranen héngen von lateraler Bewegung und dedefiuEigenschaften aller
Membrankomponenten ab [Wagner 2000]. Die Konforamatiund somit die
Funktion der Membranproteine geht mit einer hydigwhUmgebung einher [Leik
1993], [Skar 1996]. In Wasser quellbare Hydrogdde, issen“ unter der Membran
erfullen diese Forderungen in besonderem MaRReersiéglichen eine Entkopplung
der Lipidmembran vom Substrat und stellen eine ¢phite, Wasser-enthaltende
Schicht fur die Einbettung der volumindésen Membratgine zur Verfigung
[Sackmann 1996].

Der Ansatz, Polymere als Abstandhalter fir einekdmopatible Membran zu
verwenden, ist nicht neu. Die Oberflachenmodifiatimit Polymeren fand in den
letzten Jahren zunehmend Beachtung. Dabei speektudiinftige Anwendung in der
Biosensorik die entscheidende Rolle fur die Enthang der unterschiedlichsten

Systeme. Man hofft, durch die Verwendung von Polgneals Abstandhalter
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zwischen Substrat und Phospholipiddoppelschichte eidenaturierung der zu

untersuchenden Proteine verhindern zu kdnnen. pid-Protein-Doppelschicht soll

durch das biokompatible Hydrogel des Polymers var &ubstratoberflache
entkoppelt werden. Ein weiterer Faktor ist die #gakopplung des Polymersystems
an den Untergrund. Dies wird auf Goldoberflachevobzugt durch die Verwendung
von Sulfidgruppen fir die kovalente Anbindung deruntersuchenden Molekile auf
der Oberflache erreicht.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fur eingmgrointerstitzte
Lipiddoppelschicht auf Goldoberflachen folgende desungen erflllt sein missen:
zum einen muld das Polymer mittels Sulfidgruppenalent an der Goldoberflache
angebunden werden. Des weiteren sollen wasseHéstBzuppen fir eine Quellung
des Kissens enthalten sein, das damit die LipideRrdoppelschicht vom Substrat
entkoppelt. Das Polymermolekil soll aul3erdem eibugdenes nattrliches Lipid
enthalten, dass die anschlielRende Vesikelfusionuzied und damit die
Doppelschicht zu komplettieren vermag.

Die unterschiedlichsten Polymere wurden hinsichtlibirer Eignung als
Abstandhalter untersucht. Spinke et al. beschéftigich mit dem Aufbau eines
hydrophilen Methacrylat-Coblock-Polymers mit aliphehen Seitenketten auf
Goldoberflachen. Die anschlielende Vesikelfusion rdeu  mit
Oberflachenplasmonenspektroskopie verfolgt; dieuliesenden Doppelschichten
jedoch nicht weiter untersucht [Spinke 1992]. Kiihekal. arbeiteten mit 30-40um
dicken Polyacrylamidgelen und anschlieendem Menawfau mittels Langmuir-
Blodgett Techniken auf Glasoberflachen. Die Dopgethten wurden mit
Epifluoreszenzmikroskopie untersucht und hierbeim2oenbildung beobachtet
[Kihner 1994]. Eine Erweiterung zur genannten KiibAdeit stellten die Arbeiten
von Dietrich und Tampé dar. Sie untersuchten dé&tedphoretische Mobilitat von
geladenen Lipiden in Monoschichten auf Agarosegelsuaf diesen Substraten
wurden jedoch keine Doppelschichten gebildet [BBt1995]. Eine weitere Studie
beschatftigte sich mit Polyvinylsubstraten mit fuakalisierten
Diethylenaminogruppen zur Anbindung von Lipidkopfgpen. Es konnte die
Bildung von homogenen Doppelschichten mit hoheriuBibnskoeffizienten fir die

Lipide gezeigt werden; allerdings waren die hyditgrh Abstandhalter zu kurz um
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Membranproteine in dieses System einzubauen. Hierkann es durch nicht
abreagierte positiv geladene Ammoniumgruppen zublPneen kommen [Beyer
1996]. Dasselbe Ladungsproblem gibt es auch fir pBigghichten, die von

Majewski et al. auf Polyethyleniminschichten usteht wurden. Auch bei diesen
stellte sich heraus, dass nicht abreagierte pogéladene Ammoniumgruppen ein
Problem fir die Membranproteine darstellten [Majew4998]. Wong et al.

charakterisierten Lipiddoppelschichten auf Polylthiyninschichten. Die Dicke,

Oberflachenrauhigkeit und der Bedeckungsgrad wurdgarsucht und festgestellt,
dass die genannten Parameter entscheidend vonr@lear&ionstechnik abhingen
[Wong 1999]. Elender et al. konnten zeigen, dask Bbomogene Doppelschichten
von Dimyristoylphosphatidylcholin  mit 20% Cholester auf Dextrankissen

ausbilden liel3en. Die laterale Beweglichkeit dgside in der Schicht war hoch, in
Abwesenheit von Cholesterin war das ganze Systelocle sehr instabil [Elender
1996].

Allen Arbeiten gemeinsam ist das Ziel, eine kov&derAnbindung der
Polymerschicht auf der jeweiligen Oberflache zeietren. Man findet Versuche, die
Stabilitat der Schichten durch elektrostatische Ngetwirkungen zu erhéhen [Wong
1999], ebenso wie den Versuch einer kovalenten Whbig. Die kovalente
Anbindung bietet den Vorteil, von pH und Salzkortzation unabhangig zu sein,
dies ist besonders im Hinblick auf die zu inkorpeegnden Membranproteine ein
nicht zu unterschatzender Vorteil, da jedes Praperielle Anforderungen an seine
Umgebung stellt.

1.4.1 Polyethylenglycol

1.4.1.1 Anwendungsgebiete fur Polyethylenglycol

Das Polyethylenglycol-Molekul (PEG) wird in den ergchiedlichsten Bereichen
eingesetzt. Man findet Einsatzgebiete im RahmenRB6G-enthaltenden Liposomen,
bei der Oberflachenbehandlung von Biomaterialiewisozur Herstellung von
Modellmembransystemen auf Polymerbasis.

Liposomen auf PEG-Basis finden Anwendung sowohl Bereichen der

Kosmetik als auch im Rahmen der Mikro-Verkapselwog Arzneistoffen. Die
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Kosmetikindustrie wirbt fir den Einsatz liposomeltigar Cremes, die
hautsympathische Lipide in tiefere Hautschichtendan sollen.

Arzneistoffe, die in PEG-enthaltenden Liposomen egaich verarbeitet
wurden, kbnnen parenteral appliziert zu langerewegzeiten in der Blutbahn und
damit zu einer langeren Wirkung der entsprecherdeneistoffe fihren. Ebenso ist
gerade im Einsatzbereich der Zytostatika von eineniger systemischen als
vielmehr lokalen Wirkung der Arzneistoffe auszugeheéMan bezeichnet die
Technologie der PEG- Liposomen als ,stealth” Tedbgie (stealth, engl. List).

Einer der erfolgreichsten Ansatze fur die Oberféidbehandlung von
biokompatiblen Oberflachen mit Polyethylenglycok idessen Verwendung als
Oberflachenschutz. Die Verankerung von PEG-Moleakidef Oberflachen reduziert
die Adsorption von Proteinen ebenso wie von ganZelen. Die Entwicklung
solcher Biomaterialien ist von grol3em InteressegidaEinbringen derselben in den
menschlichen Korper immer mit Problemen verbundsn Das Immunsystem
erkennt jedwedes fremde Material und es kommt zZiruggen im Organismus.
Diese reichen von Blutthrombenbildung Uber cytadoke  Effekte,
Gewebsverletzungen und anderes mehr. So ist esgvoier Bedeutung, die
Biomaterialien so vertraglich wie moglich zu machBre Oberflachenmodifizierung
mit PEG-Schichten kann hierbei als Oberflachenschignen. Sowohl in vitro als
auch in vivo konnte nachgewiesen werden, dass PESgHichtungen, sogenannte
coatings, eine Blutplattchenanlagerung verhindend wamit das Risiko einer
Thrombusbildung vermindern. Golander und Mitarbredgeellten fest, dass PEG-
modifizierte Oberflachen keine Antigenaktivitateigen [Golander 1992]. PEG ist
nicht toxisch und behindert weder Proteine nochedein deren Funktionalitat, es
lasst sich an Oberflachen anbinden ohne deren &tbeften zu verandern. PEG ist
in Wasser und den meisten organischen Lésungsmitislich. Der inerte Charakter
von PEG basiert auf seiner molekularen Konformatiowéassriger Lésung, wo die
PEG Molekile ungeladene hydrophile Gruppen nactemuflagen und eine hohe
Oberflachenmobilitat aufweisen [Andrade 1996] [@Gdler 1992]. Die Lo6slichkeit

® Antigen: Substanz, die von einem Organismus atmél“ erkannt wird und eine spezifische
Immunantwort auslost
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von PEG in Wasser und anderen polaren Flissigkbgewht auf der Tatsache, dass
es eine wasserahnliche Struktur aufweist und soVéasserstoffbrickenbindungen
im Wasser teilnehmen kann. Die Eigenschaft eine& PEschichteten Oberflache,
die Adsorption von Proteinen und anderen Biomolekliku verhindern, wird
wahrscheinlich noch vergrél3ert durch eine sterisstabilisation. Nahert sich ein
Protein einer PEG-beschichteten Oberflache wird dés jedes einzelne
Polymersegment zur Verfigung stehende Volumenngeri. Daraus resultiert eine
abstof3ende Kraft der Polymerketten durch den Veeuses Teils der ihnen zur

Verfugung stehenden Flache.

1.4.1.2 Polyethylenglycol als Basis fir Modellmeartsysteme

Die Literatur zeigt unterschiedliche Ansatze fle dhnbindung von PEG auf
Oberflachen. Die meisten erfordern zwei oder mebdakidonsschritte und erfolgen
auf Oberflachen wie Silizium oder Glas.

Ein erfolgreicher Versuch auf Silizium wurde voncahtar und Mitarbeitern
durchgefuhrt [Alcantar 2000]. Es erfolgte eine KieeKondensation der Alkohol-
Endgruppe des PEG mit den Silanol-Gruppen der i@hzOberflache. Frihere
Versuche der Verankerung von PEG-Molekilen auf @ddren erforderten
mehrere Reaktionsschritte. Alcantar gelang es, eine
Oberflachenbeschichtungsmethode zu entwickelnzdie einen nur eines einzigen
Reaktionsschrittes bedarf und zum anderen mit egn@®en Anzahl verschiedener
Oberflachen durchgefihrt werden kann. Alcantar igetee hauptséchlich auf
Silizium-Oberflachen; die erzeugten Schichten wordeit Ellipsometrie,Atomic
Force Microscopy (AFM),Attenuatedt otal-Reflection+ourier-Transforminfrared

Spektroskopy (ATR-FT-IR) sowie Fluoreszenz-Mikrogl@ountersucht.

1.4.2 Lipopolymere

Lipopolymere sind aus zwei unterschiedlichen Kongmien aufgebaut. Der
hydrophobe Lipidteil ist terminal an einen hydridgh Polymerteil gebunden.
Lipopolymere zeichnen sich aufgrund ihres Aufbaowchl durch hydrophile wie
auch durch lipidische Eigenschaften aus; sie smplaphil.
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Der Einsatz von Lipopolymeren in den unterschiddiien Bereichen setzt die
genaue Kenntnis der Eigenschaften der jeweiligettekiide voraus. Lipopolymere
sind bekannt fur die Bildung zweidimensionaler pkgkscher polymerartiger
Netzwerke, sogenannter physikalischer Gele, anN&sser-Luft Grenzflache. Die
Polymereinheit der Lipopolymere scheint flir das Ibi@ungsphanomen
ausschlaggebend zu sein, da reine Phospholipide whrknipfte Polymerketten
keine Netzwerke bilden [Naumann 1999]. Diese Netkeiewerden durch zwel
unterschiedliche Arten von assoziativen Interaldiostabilisiert. Man unterscheidet
die Mikrokondensation der Alkylketten der Lipopolgne, die kleine Cluster bilden
und die physikalische Verknipfung benachbarter rfRehetten durch
Wasserstoffbriicken-Bindungen der adsorbierten Wassekile. Die genannten
Aspekte fuhren zur Bildung stabiler Netzwerke vapdpolymeren an der Wasser-
Luft Grenzflache und erlauben eine BeeinflussungRi#ymerkonformation durch
Kompression bzw. Expansion des monolayers [Baekm@39]. Baekmark et al
beschrieben die Eigenschaft von Lipopolymermonalayean der Wasser-Luft-
Grenzflache zwei charakteristische Ubergangsregioaefzuweisen. Die Druck-
Flachen- Isothermen zeigen zwei charakteristischeeiBhe. Man findet einmal bei
niedrigen Filmdriicken einen Ubergang, bei dem digrRerketten mit amphiphilem
Charakter in die wassrige subphase des Langmuie¢glib Troges gedrickt werden.
Einen weiteren Ubergang findet man bei hohen Filrokien, der durch die
Kondensation der Alkylketten des Lipidteils hervemgfen wird [Wiesenthal 1999].
Bisher ist nicht bekannt, ob die Polymeranteile ldpopolymere an den Ubergangen
als langgestreckte Strukturen oder als Polymerlen@atliegen. Um diese Frage zu
beantworten, missen die Druck-Flachen Isothermeawausgewertet werden. Sie
geben Aufschlul3 tGber die Flache die jedem einzeldopopolymer-Molekul zur
Verfigung steht. In Kombination mit molecular madgl Daten lassen sich so
Ruckschlisse auf die Anordnung der Molekile auf derog bei bestimmten
Kompressionsdricken ziehen.

Bereits zu Beginn der neunziger Jahre des letzegmwhdnderts wurden
unterschiedliche Lipopolymere hinsichtlich ihreig&nschaften und ihres Einsatzes

in unterschiedlichen Bereichen untersucht.
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1.4.2.1 Einsatz von Lipopolymeren als Liposomen

Aus kurzen, hydrophilen Polymeren kombiniert mitpidmolekilen wurden
Liposomen generiert und im Rahmen der verzdgertamndistofffreisetzung
untersucht [Blume 1990] [Lasic 1991] [Lasic 199B]e Lipopolymere wurden dazu
benutzt, die Arzneistofffreisetzung aus den Liposomu verlangsamen und so eine
langere Verweildauer der Arzneistoffe im Blutkraisl zu gewahrleisten.

Lipopolymere aus Polyethylenglycol (PEG) gekoppeitt einem Lipid wurden
als PEG-Lipid Vesikel fur Untersuchungen zur reienen Freisetzung von
Arzneistoffen im menschlichen Korper verwendet. Dierwendeten Liposomen
werden durch den Einsatz des Polyethylenglykolgsste stabilisiert, man erreicht
dadurch eine langere Verweildauer im Korper. Dig Eesst sich dabei von einigen
Stunden auf Tage ausdehnen [Klibanov 1990] [Allé991]. Die Lange der
Polymerkette spielt hierbei eine entscheidendeeRkah sie die biophysikalischen
und chemischen Eigenschaften des Gesamtmolekitsnb@s[Kuhl 1998] [Kuhl
1994].

1.4.2.2 Nachahmung der Glykocalix durch Lipopolyener

Lipopolymere eignen sich auch zur Nachahmung dewkdghlix, einer
kohlenhydratreichen Schicht auf der Au3enseiteRl@smamembran eukaryotischer
Zellen. Die Glycocalix kontrolliert die Annaherungon Liganden an die
membranstandigen Rezeptoren. Die Nachbildung deycoGalix ist ein
Einsatzgebiet, durch das die Sensititvitat von &nms®ren erhoéht bzw. erweitert
werden kann. Neben den Lipiden und Proteinen bitierKohlenhydrate den dritten
wichtigen Bestandteil der Membranen. Man findetisicorm von Glykolipidef
beispielsweise als Glycerolglykolipide und Glykosgolipide und als
Glykoproteine stets auf der dem Cytoplasma abgetean8eite von Membranen.
Die Membranen eukaryotischer Zellen besitzen eilehlenhydratanteil von etwa
2-10%, der von den Zuckerresten der Glykolipide Giykoproteine bestimmt wird.
In vivo verleihen Kohlenhydrate der Zelloberflactherch ihre spezifische Struktur

* Verbindungen aus einem Lipid verkniipft mit eineshlenhydrat
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Individualitat. Sie spielen als Oberflachenantigeziee wichtige Rolle, bei den
Erythrocyten bestimmen sie deren EigenschaftenomnFder ,Blutgruppen®. Viele
Phanomene der Zellerkennung werden auf die Erkennuon Zuckern an
Membranoberflachen zurtickgeflihrt; beispielsweisedbe Infektion mit Viren und
bei zahlreichen immunologischen Prozessen [Str§86]L

1.4.2.3 Biofunktionalisierung von Oberflachen- Mbalembransysteme mit

Lipopolymeren

Polymer-modifizierte Lipide kdnnen sowohl als Almsthaltermolekile zwischen
Substratoberflache und Lipiddoppelschicht als aalsh_ipidbausteine innerhalb der
Lipiddoppelschicht dienen. Das Polymer-Ende deseMak wird dazu entweder
kovalent oder durch Physisorption auf der Subdtexftiche verankert, wobei die
Ankerdichte der Polymerketten variiert werden kafdeGennes 1980]. Die
Eigenschaften des polymeren Molekilteils ermdglicjeenach Molekil einen mehr
oder weniger groBen Abstand zwischen Substratélobdl und den
Lipiddoppelschichten. Das Lipidende des Lipopolymelekils ragt in bestimmtem
Winkel von der Oberflache in den Raum und dienttap&um Aufbau der
Lipiddoppelschicht durch Vesikelfusion oder durclangmuir-Schéafer Transfer.
Durch die Kombination von unterschiedlichen Polyememit unterschiedlichen
Lipiden wird die Untersuchung einer Vielzahl vontenschiedlich aufgebauten
Molektlen méglich.

Bei Verwendung von Lipopolymeren auf Oberflacheli der Polymerantell
als Abstandhalter zwischen Substrat und Membramedie Der Einsatz der
Abstandhalter bietet die Moglichkeit, eine vertikebtabilisierung durch kovalente
Anbindung sowohl an der Lipopolymer-Substrat alshawan der Lipopolymer-
Lipiddoppelschicht-Grenzflache  zu  ermdglichen.  DiePolymer-Substrat
Stabilisierung basiert auf einer kovalenten Anbmghkreaktion auf einer
modifizierten Substratoberflache. Hierdurch kanmeeivertikale Stabilisierung
erreicht werden. Die sogar noch wichtigere Stabilisi\g an der Polymer-
Doppelschicht-Grenzflache kann durch eine Voromgohg des entsprechenden

Lipopolymers oder alternativ Lipopolymer-Phosphimligsemisches an der Wasser-
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Luft-Grenzflache und nachfolgendem Transfer auf dedparierte Substrat durch
Langmuir-Blodgett-Technik erfolgen. Aufgrund der @imphilen Eigenschaften der
Lipopolymere ist eine Vororientierung sinnvoll undiinschenswert, da eine
kovalente Anbindung des Polymeranteils des Molekiiléglichst an dessen
terminalen Ende erfolgen soll, um einen moglichsbRgn Abstand zwischen
Substratoberflache und Lipiddoppelschicht zu eheic

Da die Anwendung von Lipopolymer-Abstandhaltern iRahmen von
kovalenten Anbindungen nicht auf zusétzlichen eteitatischen Interaktionen
basiert, haben diese den Vorteil, von Parametee piH und Salzkonzentration
unabhangig zu sein. Dieser Vorteil macht sich vilena dann bemerkbar, wenn
Membranproteine eingebaut werden sollen, die alteva® unterschiedliche
Anforderungen an ihre Umgebung haben.

Die kovalente Anbindung zeigt sicherlich Auswirkemg auf das
Gesamtsystem. Hier mul3 ein Kompromiss zwischenilBébdes Systems und
lateraler Mobilitat innerhalb der Doppelschicht gaden werden. Zur Untersuchung
der Auswirkungen auf das Gesamtsystem kénnen FRABsWhgenKluorescence
recovery after photobleaching; Fluoreszenzerholung nach Photohlegh
durchgefihrt werden. Diese zeigen die laterale Méabinnerhalb der Doppelschicht

bei unterschiedlichen Zusammensetzungen der Morabgch

1.4.2.4 Beispiele bisher untersuchter LipopolynaseAbstandhaltersysteme

Die Verknupfung von hydrophilen Polymeren mit Liprdwurde bereits Anfang der
90er Jahre im Rahmen der Biofunktionalisierung @rerflachen genutzt [Kihner
1994] [Schmitt 1994]. Ziel war der Aufbau von Ligiobpelschichten mit hohem
Widerstand auf leitenden Oberflachen, um dadurds@&isoren auf elektrooptischen
devices herzustellen [Stelzle 1993]. Im RahmendriBtudien stellte sich jedoch
heraus, dass die untersuchten Lipiddoppelschichtenungeniigende Dichtigkeit
aufwiesen. Diese ist jedoch ein entscheidenderofdlt den weiteren Einsatz als
kiinstliche Biomembranmodelle.

Koppelt man PEG kovalent an Lipidmolekiile so erimddn die als PEG-
Lipopolymere bezeichnete Verbindungsklasse. Es gji¢ Vielzahl Arbeiten zum

Einsatz von Poly(ethylenoxid) als Polymerkomponenbei Lipopolymeren
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[Sackmann 1996] [Wagner 2000] [Sinner 1998]. Pdhyflenoxid) ist als
Polymerkomponente sehr hydrophil. Verschiedene RipGpolymere wurden von
einigen Gruppen untersucht, da sie sehr spezidlisilalische und chemische
Eigenschaften aufweisen, die sie flr eine breitewéadung in der Biotechnologie
interessant macht. Wahrend PEG-Verbindungen zuringarung der Protein
Adsorption und der Unterdriickung der Blutgerinnuggnau untersucht wurden,
beschaftigten sich nur wenige Gruppen mit den duiven Studien der
thermodynamischen und elastischen Eigenschaften RieG-Lipide als einer
Funktion der Kettenlange [Hristova 1995] [Rex 1998]

Um die statischen und dynamischen Eigenschaftenadsorbierten oder auf
der Oberflache fest verankerten Polymeren zu besmdn, wurden bereits
1976/1977 einfache Gesetze von De Gennes und Adexantwickelt [de Gennes
1976] [Alexander 1977]. Abhangig von der Dichte dénkerpunkte auf der
Oberflache konnen verschiedene Zustande untersrhiederden. Man findet
geknéaulte (mushroom-like) Anordnungen, bei denen zes keiner lateralen
Wechselwirkung zwischen den Ketten kommt, und leind@tnliche (brush-like)
Anordnungen [Biesalski 1999]. Die Anordnung auf d&perflache ist auch vom
verwendeten Losungsmittel abhéngig. Fir wassrig& RBsungen muissen die
hydrophilen Eigenschaften des Polymers beriickgichtierden. Wassermolekile
dringen in Mikrometer dicke PEG-Schichten auf Oletien ein. Untersuchungen
uber den Status des Wassers in den Schichten uder @berflache wurden mit FT-
IR von an Polyethylenglycol-Dimethylether Filmemggcht [Die 1999]. Die Gruppe
untersuchte auch die Mengen von adsorbiertem umlikitschichten eindringendem
Wasser bei verschiedenen Luftfeuchtigkeiten. Edltestesich heraus, dass die
Adsorptions- und Penetrationsprozesse nicht salaige erfolgten. Bei hdheren
Luftfeuchtigkeiten scheinen sich Wassercluster zldeh, die den bisherigen
Untersuchungen Uber die Struktur der Wassermolekiile PEG-Schichten
wiedersprechen. Man geht davon aus, dass die mkxiahl an Wassermolekiilen,
die pro Ethylenglycol Einheit aufgenommen werdeniseiven 1,6 und 3,3 liegt;
jeweils abhangig von der molekularen Masse desnkaly [Huang 2001] [Finklea
1996]. Die Sauerstoff Molektle innerhalb der PEGt&eind polar und wirken als
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Wasserstoffbriickenakzeptoren. Jedes der Wassefdtwffe des Wassers wird
partiell an ein Sauerstoff Molekil gebunden [Dele&lil999].

Elender et al untersuchten das Quellungsverhalmm PEG-Lipopolymer
Monoschichten [Elender 1996].

Untersuchungen zu Eigenschaften terminal angebendeEG-SAMs wurde
von der Gruppe Grunze verfolgt. Die beschriebenE{Ripopolymere bestehend
aus einem aliphatischen Kohlenwasserstoffteil, dear eine SH-Gruppe auf Gold-
oder alternativ auf Silberoberflachen angebunded,vgowie aus einer PEG-Einheit,
die von der Substratoberflache weg orientiert egtli[Pertsin 2000]. Die PEG-
Komponente wird von Oligoethyleneinheiten untersdhcher Lange gebildet, die
mit einer Methoxygruppe abschlielen. Im Gegensaliz den reinen PEG-
Oberflachen, die eine hohe Konformationsfreiheitwaisen [Jeon 1991] [Taunto
1988] [Sleifzer 1996] [Halperin 1999] sind die a®thylenterminierten SAMs dicht
gepackte  Monolayer mit eingeschrénkter  Konformatiamheit.  Auf
Goldoberflachen findet man 7/2 Helices, d.h. jesv@ilEthylenglycoleinheiten bilden
zwei Drehungen innerhalb der Helix; auf Silberol@stien dagegen planare all-trans
Konformation der Molekile [Pertsin 2000]. Die Antaler Kohlenstoffatome der
Alkankette scheint nicht entscheidend fiir das Méghader Ethylenglycol-Einheiten
zu sein. Grunze und Mitarbeiter untersuchten dasvafeen der auf Goldoberflachen
angebundenen Molekile und stellten eine drastisdr@ormationsdnderung beim
Kontakt mit Wasser fest. Wassermolekile drangetiengebundenen Schichten ein
und verursachten Konformationsanderungen innerdalb Schicht [Pertsin 2000].
Die helikalen Ketten bilden Wasserstofforickenbimglen mit  den
Wassermolekilen. An einer Bindung sind jeweils z®auerstoffatome der Kette
beteiligt [Wang 1997]. Wéahrend in Luft geordneteu8turen innerhalb der Schicht
vorliegen, kommt es beim Eindringen von Wasser mstéschen Verdnderungen
[Zolk 2000]. Grunze und Mitarbeiter kamen daherdam Schlul3, dass ein Modell
zur Erklarung der SAM Eigenschaften flexibel au# denannten Faktoren eingehen
muf3. SFG (sum frequency generation) Spektren zeigtess die untersuchten Filme
auf Gold nicht ausschlie3lich helikal vorliegen dem dass unterschiedliche

Konformationen innerhalb des Filmes koexistiereallkZ2000].
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Der Einsatz von PEG-Lipopolymeren wurde ebenfatis Wagner und Tamm
untersucht [Wagner 2000]. In der zitierten Arbeitirde Poly(ethylenoxid) (PEG
2000) mit 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoetbi@min (DMPE) verknipft und
Uber eine Triethoxysilangruppe kovalent auf obeH&nmodifizierten
Silikatsubstraten angebunden. Wagner und Tamm sudeten sowohl
Fluoreszenzdaten als auch den Einbau von Cytocliepraeinem relativ einfachen
Protein, das in die Schichten eingebaut wurde. @ytom I3 weist ein einziges
hydrophobes helikales Protein auf, das tief in ld@ddoppelschichten eindringt.
Anschlie3end wurde die laterale Diffusion des Rnstelurch Fluoreszenzmessungen
untersucht, das Protein war hierbei fluoreszenziadrk Als Beispiel fur ein
multihelikales Protein wurde Annexin V untersudbte erhaltenen Schichten bzw.
der Einbau der Proteine wurde jedoch in keinem &aktrochemisch untersucht, so
dass keinerlei Aussage zu den elektrischen Eigeftechder Lipiddoppelschichten
auf dem Polymerkissen gemacht werden konnten.

Auch andere Polymerkomponenten wurden untersuchinré und Frank
arbeiteten auf Polyacrylamid-Lipid modifizierten &0 und Silberoberflachen
[Munro 2003]. Die Anbindung der synthetisierten [kille erfolgte uber
Sulfidgruppen auf einer Goldoberflache. Die erhmdte Filmdicken wurden mit
QCM (quartz crystal microbalance) und XPS untersues wurde jedoch keinerlei
Aussage Uber die Madglichkeit eines Proteineinbauddie erhaltenen Schichten
gemacht.

Shen et al. beschéftigten sich mit dem Einsatz Rofyethylenoxid-Lipid
Komponenten auf Benzophenon-modifizierten SilikarbS8raten [Shen 2001]. Die
Eigenschaften der erhaltenen Schicht wurden mit Alakdmic force microscopy)
untersucht, nach Vesikelfusion und Komplettierurey 8chicht zur Doppelschicht
wurden Fluoreszenzaufnahmen angefertigt.

Die Arbeiten von Naumann untersuchen den Einsate Ralyethyloxazolinen
auf oxidischen Oberflachen. Die mittels Langmuiodjett Technik vororientierte
Polymerschicht wurde auf einer mit Benzophenon p@i®toreaktive Substanz
modifizierten Glas- bzw. Quarzoberflache photoctsami angebunden. Ein
Langmuir-Schafer Transfer einer Phospholipidmonm$ith komplettierte die

Lipiddoppelschicht. Je nach Ankerdichte stellte Maan unterschiedliche laterale
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Beweglichkeit fest. Die Schichten konnten durch dpaziellen Schichtaufbau, der
eine Entkopplung von der Oberflache ermdglichteenédls mit FRAP untersucht
werden, was wertvolle Hinweise zum Verhalten denee und auch gemischten
Lipopolymerschichten ergab. [Naumann 2002]. Weit&mbeiten von Naumann
untersuchen das Verhalten von Lipopolymeren digekt dem Langmuir-Blodgett
Trog; es handelt sich hierbei um 1,2-distearoylleero-3-phosphoethanolamin-N-
[poly(ethylen glycol) 2000] (DSPE-E), deren Verhalten in unterschiedlichen
Mischungen durch FRAP Messungen untersucht wurddaumann 2001]. Neueste
Untersuchungen von Naumann und Mitarbeitern untéesu die laterale Mobilitat
innerhalb von Biomembranmodellen bei Vorhandenseim,Hindernissen“ in Form
von Dioctadecylamin [Poly(ethyloxazolin)]Jauf dem vidau einzelner Molekile
[Deverall 2005].

1.4.2.5 Glykolipopolymere

Synthetische Glykolipopolymere werden als Modetisys fur das Verstandnis der
Erkennungsprozesse an Membranoberflachen herargezagn diese Vorgange
besser untersuchen zu konnen sind definiert aufgebasynthetische
Glykolipopolymere notwendig. Der hohe Funktionarsingsgrad und die reaktiven
Eigenschaften der Zucker-Bausteine entlang destiwlrundgeristes erschweren
die Synthese von Glykolipopolymeren mit traditidael Polymerisierungstechniken.
Daher wird die Technik der kontrollierten radikahgn Polymerisation in Losung
verwendet, die mit funktionellen Gruppen kompatilsl und die Synthese von
funktionalisierten Initiatoren erleichtert. Auf dem Weg wurde die Synthese
definierter amphiphiler Glykolipopolymere mdoglicibei denen der amphiphile
Charakter durch Auswahl geeigneter Monomere untatargruppen kontrolliert
und variiert werden kann.

Fur den Aufbau von Biomembranen aus Glykolipidenielsp deren
Eigenschaften eine wichtige Rolle. Sie zeichnesh gdurch ihren amphiphilen
Charakter aus. Dieser bietet, eingebettet in ein@mBmbran zum einen die
Moglichkeit der Bildung eines Wasserreservoirs @eff Substratseite, zum anderen
ist die lange Kette aus Zuckereinheiten zur Entkapgp des Systems von der

Substratoberflache sehr gut geeignet.
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Der amphiphile Charakter der Glykolipopolymere ntaeme Anordnung an
der Wasser-Luft-Grenzflache mdoglich, so dass disstelnende monomolekulare

Schicht im Anschlu3 auf feste Substrate Ubertragehangebunden werden kann.

1.5 Photoreaktionen

1.5.1 Photoaffinitatsmarkierung

Schon 1962 berichten Westheimer et.al von ihrer e ldenicht-kovalente
Wechselwirkungen durch photolytische Aktivierungnv@®iazoverbindungen zu
fixieren und somit nachzuweisen [Singh 1962]. Smiid hat sich die
Photoaffinitditsmarkierung im biochemischen Repegtoetabliert und standig
weiterentwickelt, das Grundprinzip ist jedoch etdwal geblieben [Bayley
1983][Dorman 1994][Kotzyba-Hibert 1995].

Zur Durchfuhrung der Photoaffinitatsmarkierung hggté man einen
lichtaktivierbaren Liganden, oder ein entsprechendaalogon, das durch die
Bestrahlung mit Licht bestimmter Wellenlange eirechreaktive Molekilspezies
bildet, die irreversibel an die Bindungsstelle sinRezeptors bindet. Mit Hilfe einer
zweiten Markierung kann der vernetzte Ligand-Rezeliomplex detektiert

werden. Als Markierung dienen haufig radioaktivettpe wie*H, 33S oder*.
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Abbildung 1-3: Prinzip der Photoaffinitatsmarkiegin

Die in den letzten 40 Jahren entwickelte Photoneankig sowie die photochemische
Quervernetzung, das sogenannte cross linking, mzeigene Vielzahl von
Einsatzmoglichkeiten, um sowohl strukturelle Eigdradten als auch Funktionen der
Signaltransduktion innerhalb von biologischen Sy&te zu untersuchen.

Die Untersuchung der Wechselwirkung von Liganden imien jeweiligen
biologischen Rezeptoren stellt eine groRe Heradsfong fir Chemiker und
Biologen dar. Die Strukturaufklarung biologischerezZRptoren ermdglicht ein
besseres Verstandnis ihrer Funktion und ist dahentig flr die Entwicklung von
Substanzen, die spezifisch mit Rezeptoren wechdawikonnen.

Die Methode der Photoaffinitditsmarkierung ist eihemischer Ansatz,
Rezeptoren zu charakterisieren; sie ist geeignetRolle biologischer Rezeptoren
bei der Signaltransduktion zu untersuchen. Eintghisches Beispiel* [Kotzyba-
Hibert 1995] stellt die ortsspezifische Markierunggn a-Chymotrypsin mit

Diazoacetylchymotrypsin dar, bei der die photoreaktSubstanz im aktiven
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Zentrum des Enzyms gebildet und das modifiziertezyBn stéchiometrisch
identifiziert werden kann [Hexter 1971].

Die Identifizierung von Aminosaureresten, die mihoBaffinitditssonden
markiert vorliegen, stellt eine weitere Moglichkeides Einsatzes der
Photomarkierung dar. Diese Untersuchungen ermdalicie Bestimmung der
Position der Ligandenbindungsstelle innerhalb deotdhsequenz und eine
Ableitung von Informationen Uber die Ligand-Rezeptdechselwirkung. Die
identifizierten Aminosauren konnen aul3erdem Ziele fie ortsspezifische
Mutagenese sein. Mit der Zahl der identifiziertemiAosauren steigt letztlich die
Zahl der Informationen, die man Uber Rezeptorstmgkt erhalt. Fir Details zur
erfolgreichen Photoaffinitdtsmarkierung definierté&minosaurereste sowie der
verwendeten Sonden und Zielrezeptoren kann derkéirtvon Kotzyba-Hibert
herangezogen werden [Kotzyba-Hibert 1995].

Photochemische Reaktionen sind sehr komplex unig \Details sind noch
unbekannt. Idealerweise sollte eine photoaktivierbéerbindung sehr reaktiv sein,
wobei die Méglichkeit einer Insertion in eine grofezahl von Bindungen fir eine
Anbindung weiterer Moleklle ebenso wie eine Anbimgluder photoreaktiven
Verbindung selbst von Vortell ist. Daneben solleeisn Dunkeln stabil sein und eine
hohe Selektivitat fur Licht eines genau definief®@ellenlangenbereiches aufweisen,
der im Idealfall keine Veranderungen bei biologatiZielstrukturen bewirken darf.

Dies fuhrt zwangslaufig zu einer starken Eingremguaes Forschungsfeldes.
Photochemische Fragmentierungen, die unter Stiflsteisetzung stattfinden, sind
unter den beschriebenen Verbindungen am haufigateimeten, da Stickstoff als
inertes Gas nachfolgende Reaktionen wenig beesifll®o finden als Vorstufen
haufig die folgenden Verbindungen Verwendung

Aryl-Azide
Diazoverbindungen
Aryl-Diazirine

Ihnen allen ist gemeinsam, dass sie photolabilestdéen von Carbenen bzw.
Nitrenen sind. Carbene und Nitrene sind isoeleitesSpezies und reagieren daher
chemisch a&hnlich. Aufgrund ihres Elektronenmangeisnd sie alle starke

Elektrophile und Reaktionen mit Doppelbindungenrddeteroatomen wie S, O oder
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N, die nichtbindende Elektronenpaare besitzenauéeh sehr rasch. Das besondere
Interesse an Carbenen und Nitrenen begriindet sithheer Eigenschaft, sogar

aliphatische C-H Bindungen angreifen zu kénnen.

Abbildung 1-4: a) Arylazid- b) Aryl-Diazirin- ¢) A&lketon-Derivat [Schiller 2002]

Eine ausfuhrliche Beschreibung der unterschiedtidh@rschungsansatze beeinhaltet
der Artikel von Kotzyba-Hibert [Kotzyba-Hibert 19P%owie der Artikel von

Brunner [Brunner 1993].

1.5.2 Verwendung von Benzophenon in der Photoehemi

Photoaktivierbare Arylketonderivate (Abbildung 1le} wurden als biochemische
Sonden seit Beginn der 90iger Jahre des letztemhuiadlerts verwendet. Das
Benzophenon als photoaktivierbare Verbindung hatblei bereits seit Beginn der
70er Jahre Einzug in die Biochemie gefunden. Dieb@ayl-Photochemie sowie
begleitende Wasserstoff-Transfer Aktionen werdenufigd genutzt. Das
Benzophenon stellt ein Beispiel fur ein photoaldilares Aryl-Keton dar. Seine
haufige Verwendung als photoreaktive Verbindungnkamif folgende chemische
Vorteile zurtckgefuhrt werden: Benzophenone sindbitdr als Diazo-Ester,
Arylazide und Diazirine; das Molekil kann bei Walngen von 350-360nm
aktiviert werden, was proteinzerstorende Wellenbbkeevermeidet. Benzophenone
reagieren bevorzugt mit unreaktiven C-H Bindungauch in Anwesenheit von
Wasser und Nucleophilen. Die genannten Eigensahafeéchnen die Verbindung
fir den Einsatz bei der Untersuchung von Makrokidén aus.

Die erste Applikation eines photochemisch erzeudtaplett-Zustandes des
Benzophenons in einem biologischen System wurdd 1®n Galardy beschrieben
[Galardy 1974]. Benzophenon wurde in den Jahreractarals photoaktivierbare

Verbindung zur Funktionalisierung von C-H Bindungen Steroiden und zur
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Erforschung von Konformationen flexibler Ketten lbsungen, Micellen und
Membranen verwendet [Breslow 1980,1986]. Die liotitizierte kovalente
Modifikation von hydrophoben Membranen diente demtddsuchung von
Membranstrukturen ohne oder mit darin enthaltenemkrdimolekilen wie
beispielsweise Proteinen.

Erste Untersuchungen erfolgten an Fettsauren, mieMicellen organisiert
vorlagen. Das Benzophenon-Molekil wurde an Alkykeet mit polaren
Endfunktionalitdten gebunden und bildete so amplapFestsubstanzen. Markovich
und Mitarbeiter untersuchten die Reaktionen zwiscBenzophenon enthaltenden
langkettigen Fettsduren und mehrfach ungesattigtettsauren innerhalb von
Micellen. Diese Untersuchungen lieferten wertvéflieweise zur Position der von
Benzophenon vermittelten Wasserstoff-Abstraktion afkbvich 1990]. Andere
Gruppen arbeiteten mit Benzophenon-enthaltendensghadidyl-Analogen um
genauere Aussagen Uber den Aufbau der Micellen emazh kénnen [Lala 1993].
Weitere Untersuchungen beschaftigten sich mit deéndi@m der ATP und GTP-
Bindungsstellen. Das verwendete 3°-O-(4-benzoylogiATP (BzATP) wurde
dabei sowohl als photoaktiver irreversibler Intobitam reaktiven Zentrum des
Enzyms als auch als Label eingesetzt [Williams 1986

Es erfolgten Untersuchungen am Lactose-PermeageirPnon E.coli [Page
1986] und an der ATPase [Montecucco 1986].

Eine wichtige Erkenntnis dieser frihen Untersuclmgvar der effektive
.Reaktionsradius“ des aktivierten Benzophenon-MolskBereits Yamamoto et al.
[Yamamoto 1993] konnten zeigen, dass eine sehiktefée und regioselektive
Anbindung durch Benzophenon im Radius von 3 A us aktivierte Benzophenon
Molekul stattfand. Einen Uberblick tiber weitere &rstichungen bietet der Artikel
von Dorman & Prestwich [Dorman 1994] sowie der Kativon Brunner [Brunner
1993].

1.5.2.1 Photochemie des Benzophenons

Betrachtet man das Benzophenon Photophore, dasirei Wellenlange von etwa
350 nm ein Photon absorbiert, fiihrt dies zu eineerftagung eines Elektrons von

einem n-Orbital des Sauerstoffs in ein antibindempdeOrbital der Carbonylgruppe.
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Abbildung 1-5: Reaktion von Benzophenon mit alijgeher Verbindung nach UV-Bestrahlung
(350nm)[Schiller 2003]

Im diradikalischen Triplett-Zustand ist das nur kthabesetzte und damit
elektronenarme n-Orbital des Sauerstoffs elekttapinil reagiert mit schwachen C-
H s-Bindungen, was zu einer Wasserstoff Abstrahieffiingt, um das halb gefillte
n-Orbital zu komplettieren. Die gebildeten KetyhduAlkylradikale reagieren unter
Bildung von C-C Bindungen, es bilden sich Benzpatatnliche Verbindungen.
Diradikalische Spezies kdnnen nur mit geometrisghémnglichen C-H Bindungen
reagieren. Der Reaktand und das Substrat missezingm ausreichenden Zeitraum
in einer bestimmten Distanz vorliegen (etwa 3 Aled® Selektivitat lasst sich durch
stereoelektronische Faktoren erklaren. Bestimmtekéliund Ebenen werden fir

den ,Angriff* favorisiert.

1.5.2.2 Lebensdauer des angeregten Zustandes des@enons

Die Lebensdauer des angeregten Triplett-Zustan@ss Binzophenons mit zwei
ungepaarten Elektronen ist sehr viel langer alsdd#ie Singulett Zustandes. Die
Lebensdauer des angeregten Triplett-Zustandes kanAbwesenheit geeigneter
Reaktionspartner, meist abstrahierbarer H-Atome,-18Ius betragen. In

Anwesenheit von fur die Reaktion vorteilhaft orieien C-H Gruppen ist er

wesentlich kirzer. Hohere Konzentrationen an H-Dencsenken die Lebensdauer
gemal der Stern-Vollmer Gleichung

71:%+k2[RH]

Dabei sind:

t,: Lebensdauer des angeregten Zustandes ohne gedigaktionspartner

- 30-



t . Lebensdauer des angeregten Zustandes in Anweisgnoh H-Donatoren
k: Reaktionskoeffizient fir Reaktion 2.0rdnung

Der Triplett-Zustand relaxiert zum Grundzustand,nwekein H-Donator mit
geeigneter Geometrie vorhanden ist. Dieser Relaxspirozess benotigt keinen
Radikalfanger. Das Benzophenon-Molekil kann eteksch relaxieren wahrend
seine bindungs- und photoaktivierbaren Eigenschadthalten bleiben. Das Molekiil
kann so viele Anregungs- und Relaxationszyklen lbatden bis eine geeignete
Gruppe als Reaktionspartner zur Verfligung steht; Aleegungszustand ist also
reversibel. Die Radikale, die dann durch die Hifddserung gebildet werden,
bleiben im Uber-gangszustand nahe beieinander, as dur eine minimale
Bewegung erforderlich ist, um die stereo-elektromén Bedingungen fur die
Bindungsbildung zu erreichen.

1.5.2.3 Molekulanbindung auf Oberflachen mittels\Bephenon

Die Anbindung von Molekulen auf Oberflachen mit felilvon photoreaktiven
Verbindungen fand bereits Mitte der Neunziger JAfeevendung. Die verwendeten
Verbindungen waren meist aromatischer Natur uedtdn der Anbindung weiterer
Molekile auf den modifizierten Oberflachen u.a. zDetektion bestimmter
Substanzen. Ein weiteres Untersuchungsfeld war Maalifikation von in der
medizinischen Versorgung eingesetzten Kunststoff@n Silikon. Silikone finden
beispielsweise als Katheter- oder Erndhrungssondtmal Verwendung. Ein
Verschlul3 ist beim Einsatz von Kathetern bzw. Emégssonden sehr
problematisch. Diese findet insbesondere durcheiRratlsorption im menschlichen
Organismus statt. Ein Verhindern dieser Proteingdi®m durch entsprechende
Oberflachenbehandlung des verwendeten Kunststaffimig ware winschenswert,
um die biomedizinische Langzeitanwendung zu erteich Die Proteinadsoption
kann durch einen Polymeriberzug, der photochemisnralent gebunden wird
deutlich verringert werden [DeFife 1999].

Die photochemische Anbindung von Polymerfilmen &ifiziumoberflachen
wurde von Prucker und Mitarbeitern erstmals vomg#st[Frank 1999]. Auf
Siliziumtragern wurden Polystyren- bzw. Polyeth@aglin-Filme mit Hilfe von

Benzophenon angebunden. Die Polymere wurden hiddyeh spin-coating auf die
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praparierten Oberflachen Ubertragen. Die gebildeteehrere Nanometer dicken,
Schichten erwiesen sich als sehr stabil. Angebundéniekile wiederstanden sogar
Extraktionen im Soxhlet-Apparat wahrend 10h.

Prucker und Mitarbeiter untersuchten den EinfluB Bestrahlungsdauer auf
die Schichtdicken angebundener Polymere nach aeBelider Extraktion. Fir
Polystyrol stellten sich hierbei Bestrahlungszeitemn etwa 30min als sinnvoll
heraus [Frank 1999].

Weitere Untersuchungen folgten; Shen et al untétsuden Ubertrag und
nachfolgende Anbindung von mittels LB-Technik vaeotierten Lipopolymeren
und Lipopolymer-Mischungen auf die mit Benzophenondifizierten Substrate
[Shen 2001]. Es wurden Techniken wie Langmuir-BtogeEllipsometrie,
Oberflachenplasmonenspektroskopie, Kontaktwinkelwie Fluoreszenzmessungen
verwendet, um die erhaltenen Schichten bzw. diesZhgnstufen zu untersuchen.
Alle genannten Untersuchungen erfolgten auf Sire@berflachen, was den Einsatz
von elektrochemischen Methoden zur Charakterisgerder erhaltenen Schichten

unmaglich machte.

1.5.3 Verwendung von Arylaziden in der Photochemie

Die Untersuchung der chemischen Eigenschaften dgaZide (Abbildung 1-4) hat
eine lange Tradition, die bis ins 19. Jahrhunderiiekgeht und bereits mehrfach
beschrieben wurde [Armaovitch 1964] [Schuster 19@jtsan 2001]. Phenylazid
wurde 1864 erstmals von Greiss synthetisiert @eser Zeit wurden eine Vielzahl
von Derivaten auf ihre mdglichen biologischen umdustriellen Einsatzgebiete
untersucht. Die Anwendungen umfassen die Photagffsmarkierung,
Quervernetzung in photoresistenten Verbindungee, Hierstellung von leitenden
Polymeren sowie die lichtinduzierte Aktivierung vBolymeroberflachen.

Die Photochemie der Arylazide wurde erstmals 196® WKnowles et al
beschrieben [Knowles 1969]. Bereits 1988 wurde kband Mitarbeitern gezeigt,
dass der Substituent am Aren die photochemisché&tiRigd beeinflusst und damit
die chemische Reaktivitat des gebildeten Interntedipragt. Arylazide fanden sich
in den achziger Jahren des letzten Jahrhundemts dabh am haufigsten verwendeten

Reagenzien zur Photomarkierung [Bayley 1984]. Diesgen bereits 1972 von
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Banks und Mitarbeitern untersucht worden [Banks219%pater wurde der Vorteil
der fehlenden Ringerweiterungsreaktion bei den @ewntroverbindungen erkannt
[Dunkin 1982]. Die Autoren Keana und Cai wiesen A2if mdgliche zukinftige
Einsatze von Perflourophenylaziden hin [Keana 199 synthetisierten diverse
Perfluoroverbindungen mit unterschiedlichen Substiten und untersuchten deren

Eigenschaften.

1.5.3.1 Photochemie des Phenylazids

Bei der Photolyse des Phenylazids werden mehreaktive Zwischenprodukte
gebildet, das Schlisselprodukt bildet das Phemgimitdas im Singulett-Zustand
vorliegt. Die Existenz desselben wurde 1997 durelset flash photolysis (LFP)
nachgewiesen; seine Lebensdauer liegt bei etwa[Gnitsan 1997]. Der Substituent
am Aren beeinflusst die photochemische Reaktion pnéigt die chemische
Reaktivitat des gebildeten Intermediates. Beispieise konnten Abramovitch und
Mitarbeiter nachweisen, dass polyfluorierte Singt\atrene fir die Chemie
nitzliche Eigenschaften aufweisen [Abramovich 19T#¢ Untersuchungen wurden
von der Keana-Gruppe weiter fortgefiihrt [Keana 1990 Phenyl- und
stickstoffsubstituierte Phenylazide spielen einef3gr Rolle in vielen Bereichen der
photochemischen Markierung und sind immer noch wegibreitet.

Die charakteristischste Photoreaktion von Diazowehiingen und Aziden ist
die Elimination eines Stickstoff Molekils gefolgtorv der Reaktion des
resultierenden Carbens bzw. Nitrens. Carbene urerd sind isoelektrische
Verbindungen mit jeweils 6 Valenzelektronen, somsind ihre chemischen
Reaktionen qualitativ vergleichbar.

Die Bestrahlung der Azide fiihrt zu einem Azid ingaregten Singulettzustand,
das entweder unter ,N/erlust in ein Singulett- Nitren Ubergeht oder cur
intersystem crossing ein Triplett-Azid bildet, dash seinerseits ebenfalls unteyN
Abspaltung in ein Triplett-Nitren umwandelt. Das@ilett-Nitren kann entweder in

C-H oder alternativ. C-OH Bindungen insertieren, zuentsprechenden

® Laser flash photolysis: Laserinduzierte Photolyedtoabbau. Messung von Anderungen im

Absorptiosspektrum von Molekilen nach Bestrahluitgaserlicht.
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Didehydrazepin umlagern oder unter intersystemsmmgsin das Triplett-Nitren

Ubergehen. Die Literatur beschreibt immer wieder Ainwendung von Aryl-Aziden

im Bereich der Photoaffinitatsmarkierung. Hierbegrden unter anderem naturlich
vorkommende Hormone markiert, um ihre Reaktion endlekularer Ebene mit
ihrem natirlichen Rezeptor besser zu verstehenBEispiel ist die Markierung des
Progesterons und seine Interaktion mit dem ProgestRezeptor (PgR). [Kym

1992].

Abbildung 1-6 Schema des durch UV-Bestrahlung aggen Azids und nachfolgende Reaktionen
(R= beliebiger Substituent, gegebenenfalls geburathegin festes Substrat)[Schiller 2003].

Abbildung 1-6 verdeutlicht die durch UV-Bestrahlundhervorgerufenen
Reaktionsschritte des im Rahmen dieser Arbeit vedsten Phenylazids. In

eckingen Klammern ist die Mesomerie der reaktivené-Gruppe des verwendeten
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5-Azido-2-Nitrobenzoesaurechlorids gezeigt (R= kgmgebenenfalls an ein festes
Substrat gebunden sein). Nach Bestrahlung mit WWLI kommt es zur
Photoelimination eines Molekulls Stickstoff. Das itpite Nitren kann auf zwei
unterschiedliche Arten weiterreagieren. Einmal Vég¢glirekte Abstrahierung eines
Wasserstoff-Molekils aus der OH-Gruppe eines Zunzsteins des in der Arbeit
untersuchten entsprechenden Polymers (Homo- bzw.pol@oer) und
anschlieBender Bindungsbildung mit dem Zuckerbausies Polymers. Weg b)
stellt die Alternativreaktion dar und lauft UbeneiRingerweiterungsreaktion des
Azids zum Didehydroazepin und anschlie3ender limgerh die kovalente Bindung
des Zuckerbausteins des verwendeten Homo- bzw.@opcs. Beide Wege a) und
b) fihren letztendlich zur kovalenten Bindungskningf mit der Zuckerkette des
entsprechenden Polymers und fir den Fall, dasSwlestituent an ein festes Substrat

gebunden vorliegt, zum Aufbau der jeweiligen Moriosit.

1.5.3.2 Molekulanbindung auf Oberflachen mittelsdAz

Zelladhasive Peptide sind Gegenstand neuerer Wictenegen im Bereich der
Photoaffinitditsmarkierung. In Arbeiten von Chung &t wurde das Peptid
photochemisch an eine Chitosan-Oberflache gebundeschlielend wurde die
Adhasion von menschlichen Endothelialzellen unt@rsuWeitere Anwendungen im
Bereich des tissue engineefirgind denkbar [Chung 2002]. Andere Arbeiten wurden
zur Erh6hung der Geschwindingkeit und der Sensitivwon ELISA Techniken
(enzyme-linked immuno-sorbent assay) ausgericlidete Mikrotiter Platte wurde
durch eine Photochemische Reaktion aktiviert. AhsBlend untersuchte man die
Immobilisierung von Antigenen auf diesen modifitéer Platten. Diese erfolgte mit
groRBerer Geschwindigkeit und hoherer Effizienz laés konventionellen Platten.
Auch dieser Bereich der diagnostischen Tests inmiRahder ELISA Technik stellt
potentielle Anwendungen fir die Photoanbindung [@ara 2002]. Erdtmann et al
beschaftigten sich mit der Immobilisierung von Hé&paund Dextransulfat als

anionische Polysaccharide mit Hilfe von 4-AzidodLidfo-2-Nitrobenzen (AFNB)

® tissue engineering: Herstellung funktionsfahigéndtlicher Zell- und Gewebeverbénde auf

der Basis kultivierter Zellen und verschiedenerdtlicher Matritzen
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auf Cellulosemembranen. Ziel war die Praparation tittaombotischer
Polymeroberflachen bzw. die Herstellung biokompgatibMaterialien [Erdtmann
1994]. Die Gruppe von Elender et al untersuchtenasiianisierte Si/Si@ bzw.
Glasoberflachen. Die anschlieRende kovalente Animgd/on Dextran wurde durch
Kupplung mit photoreaktivem N-5-Azido-2-nitrobenimyysuccinimid (ANB-NOS)
erreicht. Bartlett und Mitarbeiter beschaftigterchsimit der Anbindung von
Polymerfilmen auf Poly(2-ethyl-2-oxazolin) PEOX uréolystyren PS Filmen
mittels funktionalisierten Perfluorophenylazidene Polymere wurden hierbei durch
spin coating aufgebracht und anschliel3end photosicbrgebunden [Bartlett 2001].
Soweit der Autorin dieser Arbeit bekannt, arbeitetie bisher beispielhaft
genannten Ansatze der photochemischen Anbindungeédst in Losung oder auf
modifizierten Glas bzw. Siliziumoberflachen. Die Andung auf thermisch
aufgedampften dinnen Goldfilmen soll in der vorgitsin Arbeit untersucht
werden. Eine der hauptséchlichen Schwierigkeitehiesbei der Anbindungsschritt,
bei dem die auf der Oberflache kovalent gebundegstestoaktiven Molekile mit
UV-Licht der entsprechenden Anregungswellenlangestraklt werden. Die

Schwierigkeit bei diesem Schritt ist das Phanomesnkbrster Transfers.

1.5.4 Forster Transfer

Das Phanomen des Forster Transfers beruht auf Bipet-Dipol Wechselwirkung
zwischen einem Donor-Chromophor im Anregungszust&ridund einem eng
benachbarten Akzeptor-Chromophor im Grundzustand[TArro 1991]. Die
Elektronen der beiden Chromophore beeinflussen gezfenseitig; bei Vorliegen
einer Resonanz konnen analog zu einer Sender-EggfalVechselwirkung
gekoppelte Ubergange D*D und A* A stattfinden. Die Folge ist eine Abnahme
der Fluoreszenzlebensdauer und Fluoreszenzintendgé Donormolekile bei
gleichzeitiger  Zunahme der Akzeptorfluoreszenz. DeUmfang  der
Energielibertragung im Verhéaltnis zu anderen Degaktingsprozessen von D* ist
umgekehrt proportional zur sechsten Potenz desafAbss R zwischen beiden
Molekulen. Der Absolutwert der Ubertragungseffizidst dariiber hinaus abh&ngig
von der mittleren Orientierung der beiden Dipoleeimander, der spektralen

Uberlappung von Donor-Fluoreszenz und Akzeptor-Apison, sowie der Zahl der
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Akzeptormolekile in unmittelbarer Umgebung des DenoDer Einfluld der
Spektrentberlappung lasst sich durch einen krigisdRadius gausdricken, der die
Distanz fur 50%ige Forster-Transfer-Effizienz angifypischerweise liegt der
Radius gim Bereich von wenigen Nanometern.

Forster-Transfer ist auch zwischen Chromophorerglechen Art moglich. In
diesem Fall wird von Energiewanderung gesprocheiesdd Prozess kann den
eigentlichen Energietransfer auf ein Akzeptormolelieeinflussen, weil die
Energiewanderung die Wahrscheinlichkeit eines Zumsantreffens von angeregtem
Zustand und Akzeptor erhéht. Fiur die Energiewanugiassen sich ebenfalls +
Werte bestimmen. Ist die Konzentration der Akzeptaekile grosser als die der
Donatormolekile, so dominiert die Energietbertrgguauf den Akzeptor das
Geschehen [Webber1990].

Einen Konkurrenzprozel3 zum Forster-Transfer stiglft Elektronen-Austausch
zwischen D* und A dar. Dieser Mechanismus ist airfeeUberlappung der
beteiligten Molekilorbitale angewiesen und setzshddb einen physikalischen
Kontakt zwischen den Chromophoren voraus. Er waigtie exponentielle
Abstandsabhangigkeit auf und ist nur im Bereich Metekildimensionen (wenige
A) wirksam.

1.5.4.1 Bedeutung des Forster Transfers fir dikegenden Untersuchungen

Der als Forster-Transfer bezeichnete Energietranisd@n auch die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Systeme beeinflussernaBdelt sich in diesem Fall um
einen Energietransfer zwischen den verwendeten ophemisch aktiven

Komponenten  5-Azido-2-Nitrobenzoesdure  (Azid) odealternativ. = 4-

Benzoylbenzoesaure (Benzophenon) und der Goldébbdl Dieser Energietransfer
wirde zur Deaktivierung der reaktiven Zentren derwendeten Komponenten
fuhren und die weiteren Anbindungsreaktion mit demtsprechenden Co- und
Homopolymeren negativ beeinflussen. Eine Anbindteagdion der letztgenannten
Molekule wirde dann nur noch in einem sehr geringenfang stattfinden. Der
EinfluR dieser unvollstandigen Anbindung der unielden Polymerfiilme auf das
Gesamtsystem liegt auf der Hand. Zum einen sind stiehergestellten Filme

wesentlich dinner als die vollstdandig angebundenérdiglich die fest
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angebundenen Polymere bleiben bei der Herstellueg Fllme wahrend der
Spulvorgange auf der Goldoberflache haften. Digkkef einen sehr lickenhaften
Film; die angebundenen Molekiile sind nicht in dexgé sich gegenseitig zu
stabilisieren und ,kippen®; diese Vorgange fuhrt gehr dinnen Filmen, die die
eigentlichen Dimensionen der verwendeten Polymene wenig wiederspiegeln.
Zum anderen stellen die liickenhaft angebundenegnfeoé naturgemald keine
dichte Barriere dar, was sich auch in den elekioubchen Untersuchungen
wiederspiegelt. Die Kapazitaten und Widerstandsatienvollstandig angebundenen
Schichten liegen tber bzw. unter den Ublicherwerseichten Werten.

Aufgrund der vorgenannten Tatsachen ist der Abstardphotochemischen
Komponenten zur Goldoberflache ein entscheidendsktoF fir die weiteren
Reaktionen, da ein Energietransfer zwischen Goldidlobe und den photochemisch
aktiven Molekilen Azid bzw. Benzophenon lediglicarch deren wechselseitigen
Abstand unterbunden werden kann.
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2 Methoden

2.1 Langmuir-Blodgett Monoschichten an der Wasadt-Grenzflache

Als Langmuir-Blodgett-Schichten (LB-Schichten) bieb@et man monomolekulare
Schichten amphiphiler Molekile, die sich mit Hiépezieller Techniken aufbauen
lassen. Amphiphile Molektle organisieren sich am Wéasser/ Luft-Grenzflache
spontan zu monomolekularen Filmen, den sogenanmfiemoschichten. Als
Triebkraft dieser Selbstorganisation gilt der hyihobe Effekt [Tanford 1973]
[Israelachvili 1991]. Er bewirkt eine Minimierungesl Kontaktes hydrophober
Molekulbereiche mit Wasser, wéahrend die hydrophilMalektlbereiche maximal
hydratisiert werden. Das Wissen Uber die Selbstwsgéion von Amphiphilen an der
Wasser-Luft-Grenzflache ist phanomenologisch bersiit der Antike bekannt.
Monoschichten aus tierischen oder pflanzlichen Qilemden von den Babyloniern
als Werkzeuge der Wahrsagung verwendet [Tabor 1980]

Wissenschaftliche Untersuchungen nach heutigemdSkegannen mit den
Arbeiten von Benjamin Franklin Ende des 18. Jahdeuts sowie Agnes Pockels
und Lord Raleigh am Ende des 19. Jahrhunderts kfinat774] [Raleigh 1899].
Obwohl Lord Raleigh bereits den monomolekularen r&ktar der Monoschichten
vermutete, dauerte es bis 1917 bis Irving Langrainrim Wesentlichen heute noch
gultiges Modell der Struktur von Monoschichten ¥eitlichte [Langmuir 1917].

Einige Jahre spater zeigte Langmuir die Moglichkeés Ubertrags von
Monoschichten auf feste Trager [Langmuir 1920]dém dreil3iger Jahren wurde sein
Verfahren von Katherine Blodgett zum Aufbau von WNaghichten durch
wiederholtes Durchtauchen eines Tragers durch dadgchicht weiterentwickelt.
Diesen nach ihren Entdeckern benannten Langmuulggitt Multischichten (LB)
wurde zunachst wenig Aufmerksamkeit entgegengebrdetst in den sechziger
Jahren des letzten Jahrhunderts begann die Foigcsioh erneut fur die alten
Erkenntnisse zu interessieren. Dieses Interesseinistder Kombination der
Struktureigenschaften, die die LB Schichten in sifreinen, begrindet. die

Schichten sind extrem dunn (Nanometerbereich) uatsem eine exakt definierte
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und homogene Dicke auf. Dartiber hinaus bleibt withaees Ubertragungsprozesses

auf Substrate die zweidimensionale Orientierunggesiend erhalten.

2.1.1 Herstellung von Monoschichten an der WakaéirGrenzflache

Werden in einem organischen Lsungsmittel gelostehgphile Molekile mit Hilfe
einer Mikroliterspritze tropfchenweise auf eine grel Flussigkeit (Subphase)
aufgebracht (gespreitet), so orientieren sich gidrdphilen Molekdlteile zur polaren
Subphase, wahrend sich die hydrophoben Molekulziteluftseite hin orientieren.
Die Bedingung fir die vdllige und spontane Aushnegg der im
Losungsmitteltropfen geldosten Amphiphile auf dersa&oberflache wird durch den
Spreitungskoeffizienten S von Harkins vorgegebearkiths 1952].

S=gwn) - (gum +Iammw) )

Dabei bezeichneg w1 die Grenzflachenspannung von Wasser gegen Lgift,
wwiy die Oberflachenspannung des Ldsungsmitteltroptedy und g oww) die
Grenzflachenspannung zwischen  Losungsmittel und s&as Ist der
Spreitungskoeffizient positiv, so resultiert an @Genzflache Wasser/Luft eine nach
aulBen wirkende laterale Kraft, es findet Spreitwstgtt, wahrend der dinne
Losungsmittelfilm rasch verdampft und die Amphighilentsprechend ihrer
Eigenschaften ausgerichtet aber lateral ungeorandt der Wasseroberflache
vorliegen. Bei negativem Spreitungskoeffizientename Spreitung nicht mdglich
und der Lésungsmitteltropfen bleibt linsenformid dar Wasseroberflache zurlck.

Nach erfolgreicher Spreitung bildet sich eine Mage der Substanz, deren
einzelne Molekile nicht miteinander in Kontakt sehDurch Kompression des
Filmes mit beweglichen Barrieren konnen PhasenurdiMagen induziert werden,

die durch unterschiedliche morphologische AnordndeigMolekiile bedingt sind.
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Abbildung 2-1 linke Seite: die Spreitlosung wirdf @lie Wasseroberfliche aufgebracht. Das
Lésungsmittel verbleibt zunéchst als linsenférmigespfen auf der Subphase Wasser. Das gezeigte
Wilhelmy-Plattchen dient der Messung der Oberflaigpannung. Rechte Seite: nach Verdunsten des
Lésungsmittels ist die Subphase (hier Wasser) méne monomolekularen Film des Amphiphils
bedeckt. Die Ausrichtung des Amphiphils ist im ramteTeil der Abbildung gezeigt. Der hydrophile
Molekdlteil orientiert sich zur wassrigen Subphage wahrend der hydrophobe Molekilteil aus dem

Wasser herausradt

2.1.2 Kompression und Kompressionsverhalten vonosidnchten

Bei groRem Abstand der gespreiteten amphiphilerekoé verhalten diese sich wie
ein zweidimensionales Gas. Sie unterliegen damierei modifizierten Gasgesetz,
das durch folgende Gleichung beschrieben wird

p>A=k>T

p: Oberflachen- bzw. Filmdruck [mN/m]
A: Flache/ Molekul

Durch die Kompression der Molekile durch die Baemeder Filmwaage kann
die laterale Dichte der aufgebrachten Molekile ktrhi@erden. Der sich dabei

aufbauende Filmdrugk wird durch Messung der Oberflachenspannung ernitte

P=9,-9

" ULR www.uni-paderborrF1-Praktikum Physik, 28.7.2002
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o: Oberflachenspannung der reinen Subphase , meiss&l/
g Oberflachenspannung der mit Amphiphilen bedecEebphase

Der Oberflachen- bzw. Filmdruck entspricht also dAbsenkung der
Oberflachenspannung. Der Expansionsdruck der Mdndsc wirkt der
kontrahierenden Kraft der Oberflachenspannung eetge

Die Phasenumwandlungen in dinnen Langmuir-Filmenrdere durch
Betrachtung des Oberflachendruckes in Abhangigkait der Flache bei konstanter
Temperatur experimentell ermittelt. Man bezeichaieterhaltenen Kurven afgA-
Isothermen. Der Oberflachendruck wird nach der itly-Methode bestimmt.
Hierbei wird die Kraft F gemessen, die auf ein Ideanetzbares Plattchen, das
sogenannte Wilhelmy-Plattchen, wirkt, das in dié lRilm bedeckte Subphase des
Troges eintaucht.

Die Abszisse dep- A Isothermen wird zweckmalRigerweise als Flache pr
Molekul angegeben und nicht als tatsachlich vodrete Filmflache.

Wahrend des bei konstanter Temperatur gemessengeraerlaufs zeigen die
p- A Isothermen der Monoschichten charakteristigdBbeeiche, die mit gas- flissig-
und festanalogen Phasenzustanden UbereinstimmeninefGa 1966]. Bei
fortschreitender Kompression wird der Eigenflacrestdsf der Amphiphile
letztendlich unterschritten und es kommt zum Kao#aen der Schicht. Die
Phaseniibergange sind als charakteristische Andemudgs Anstiegs dep- A

Isotherme erkennbar.

8 Oberflachenspannung von reinem Wasser 72,8 mN/m
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Abbildung 2-2 Anordnung der Molekile wahrend demigoession. Von rechts nach links:
zunachst haben die Molekiile keinen Kontakt zuearsie verhalten sich wie ein zweidimensionales
Gas. Mit steigendem Druck ordnen sich die Molekiilestenférmig an der Wasseroberflache an
(flussig-kondensiert). Bei fortgesetzter Komprassides Filmes kommt es letztendlich zum

Filmkollaps und damit zur Bildung von Multischichf@®raeger 2001]

2.1.2.1 Gasanaloger oder expandierter Bereich

Bei Vorhandensein groRer Flachen und zunéchst mmigrKontakt der Molekile
untereinander liegen diese in der sehr kompressigisanalogen Phase vor. Die
Molektle des Filmes stehen nicht miteinander in Mgebvirkung und verhalten sich

wie ein zweidimensionales ideales Gas.

2.1.2.2 Flussiganaloger oder teilkomprimierter Bdre

Fortschreitende Kompression des Filmes fuhrt zurmiederung des lateralen
Abstandes der Molekile und damit zu intermolekuidréechselwirkungen, die bei
weiter fortschreitender Kompression die Phase lldebi Die L1 Phase entspricht
der einer Flussigkeit und wird auch als LE Phaspiid expanded) bezeichnet. Sie
koexistiert bei hoheren Kompressionsdricken mitgderanalogen Phase, wobei mit

fortschreitender Kompression die Flachenanteile dé@bns in der flissig
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expandierten Phase L1 auf Kosten der Gasphase Gehmam. Der
Phasenubergangsdruplbleibt im Idealfall wahrend des Phaseniibergangasthnt.
In der L1 Phase sind die Molekile zur Senkrechtememt, es kommt zur
Aufrichtung der hydrophoben Reste; die Amphiphilesiteen nur kurzzeitig

Positionsordnung.

2.1.2.3 Festanaloger Bereich

Der Langmuir-Film geht bei weiterer Kompression dhnlicher Weise von der
flissig-expandierten Phase L1 in die flissig-kosdeme Phase L2, auch LC Phase
(liquid condensed phase) genannt, tber. Auch hoexiktieren die Phasen L1 und
L2 bei konstantem PhaseniibergangsdpdRie p- A Isotherme zeichnet sich durch
einen steilen, linearen Anstieg des Filmdrucks aBsi nahezu senkrechter
Ausrichtung der hydrophoben Molekilteile zur Phagsenzflache liegen die
Amphiphile dicht gepackt an der Wasseroberflache vo
Folgende Phasen liegen vor:

LS, S und CS sind Phasen des Langmuir-Filmes,nerméeie Molekile keine
Neigung zur Senkrechten mehr besitzen. Sie unteiceh sich lediglich in
ihrer in-plane Gitterstruktur und der Rotations@iMait der Molekile um die
Langsachse:

LS : ,super liquid®, in-plane hexagonales Gittbtolekile kénnen frei um
ihre Achse rotieren

S : ,Solid* , in-plane (rechtwinkliges) orthorhonsiches Gitter, Rotation um
die Langsachse eingeschrankt

CS : ,crystallin solid“ , in-plane (rechtwinklige®rthorhombisches Gitter,
keine Rotation um die LAngsachse mehr maoglich.

2.1.2.4 Kollapsbereich

Wird der Film Uber den minimalen Platzbedarf dermphiphilen Molekile hinaus
weiter komprimiert, so kommt es zu einem ProzessateSchichtkollaps bezeichnet
wird. Die p- A Isotherme zeigt einen plétzlichen Abbruch deteilen
Filmdruckanstiegs sowie haufig ein anschliel3endesirken des Filmdrucks. Beim
Prozess des Schichtkollapses werden einzelne Melelder Molekiillagen aus der
gebildeten Schicht herausgedriickt und der Filmakadrt. Der Druck, bei dem
dieser Prozess stattfindet ist sowohl von den loggn Molekilen und ihren

Eigenschaften als auch von der ,Vorgeschichte*Menoschicht abhéngig. Hierbei
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spielen Temperatur , Kompressionsgeschwindigkeitnd u Reinheit und

Zusammensetzung der Spreitlésung eine Rolle.

2.1.3 Transfer des Films auf feste Substrate

Nach Bildung der Langmuir-Monoschicht auf der Fileage an der Wasser/Luft-
Grenzflache kann der Ubertrag auf feste Substrétégen. Durch senkrechtes Ein-
oder Austauchen des Substrates in die mit dem Bédeckte Subphase wird dieser
bei konstantem Oberflachendruck, dem sogenanntamsierdruck, auf das Substrat
Ubertragen. Um den Transferdruck wéhrend der Belstimg konstant halten zu
kénnen, mussen die Barrieren die Filmflache veaingda durch die Beschichtung
Molektle aus dem Langmuir-Film auf die Oberflactheriragen werden. So werden
isobare Verhaltnisse wahrend der Beschichtung lgegicDas Transferverhaltnis T
ist definiert als Quotient aus der wahrend des Sfmas verringerten FilmflachefA
und der beschichteten Substratoberflacbe A

T=Ar/As

Im Idealfall betragt das Transferverhaltnis 1.

Abbildung 2-3 LB-Trog im Querschnitt. Der Ubertrdgs LB-Filmes auf feste Substrate erfolgt
bei einem je nach Monoschicht unterschiedlichen rilimhendruck. Er kann sowohl durch
Eintauchen, wie auch durch Herausziehen des Substexfolgen. Der Druckaufnehmer kontrolliert
die Einhaltung der spezifischen Versuchsbedingufgen

° ULR www.uni-paderborrF1-Praktikum Physik, 28.7.2002
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Abbildung 2-4 Ubertrag auf ein festes Substrat Huferausziehen [Schiller 2003]

2.2 Optik und Oberflachenplasmonenspektroskopie

In den letzten Jahren hat die Oberflachenplasmesenanzspektroskopie oder
surface plasmon resonance spectroscopy (SPS) zendhenm Bedeutung gewonnen.
Mit Hilfe dieser Untersuchungsmethode lassen sialssdgen Uber ultradlinne
dielektrische Schichten treffen [Knoll 1991] [Kndl998]. Im folgenden Kapitel soll
auf die Grundlagen der MeBmethode und das Mesgpnzgegangen werden.

2.2.1 Polarisationszustande von Licht

Licht lasst sich als elektromagnetische transver§#elle beschreiben: der Vektor
des elektrischen Feldes E und der Vektor des m&ghenh Feldes H stehen
senkrecht aufeinander und senkrecht zur Ausbresticigung der Welle. Beide

Felder schwingen in Phase. Zur Beschreibung demwiBgngsrichtung einer

Lichtwelle betrachtet man den elektrischen FeldvekE. Mit seiner Hilfe kann

Licht mit Hilfe der Wellengleichung wie folgt besiében werden
E(r.t)= |E|cos(W>¢ - kx +d)
wobeiE|die Amplitude bezeichnetw=2pn die Kreisfrequenz, |k|=2p// den

Wellenvektor undd die Phase. Die meisten Lichtquellen emittierenolemisiertes
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Licht. Es sind alle Schwingungsrichtungen quer &usbreitungsrichtung enthalten.
Lineare Polarisation des Lichtes wird dann erreigfgnn die Lichtwelle quer zur
Ausbreitungsrichtung schwingt. Man kann die linganlarisierte Welle in eine

parallel polarisierte und eine senkrecht polarisi&omponente aufteilen.

2.2.2 Totalreflexion

LaRt man einen Lichtstrahl von einem optisch digein ein optisch dinneres
Medium fallen (Bsp. Grenzflache Wasser/Luft), sonkat es nach Snellius zwischen
diesen zwei Medien mit den unterschiedlichen Bragsindizes nund n zu einer
Brechung des Lichtstrahls. Ein Teil wird gebrochem anderer reflektiert. Es gilt
das Reflexionsgesetz nach dem der Einfallswikglgleich dem Reflexionswinkel
Qres Ist. Oberhalb eines kritischen Winké&)s kommt es zur TotalreflexiorQ(=p/2)

an der Grenzflache.

Abbildung 2-5 Reflexion an der Grenzflache Glaskekgikum. n: Brechungsindex des Glases;
n, Brechungsindex des Dielektrikums [Lauer 2001]

Den Zusammenhang zwischen Einfallswingg}, und BrechungswinkeDyans+ zeigt
das Snellius'sche Brechungsgesetz
SiINQq, _N,
SINQuane Ny
Mit zunehmendem EinfallwinkeDein Steigt auch der Brechungswink@}ans» an. Bei

einem bestimmten Einfallwinkel wird der Brechungskél Quans+ = 90° erreicht.
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Diesen WinkelQ. bezeichnet man als Grenzwinkel der Totalreflexi@erhalb

dieses Winkels findet ausschlief3lich Reflexion €i@fallenden Lichtstrahles statt.

Abbildung 2-6 Totalreflexion an der Grenzflache €lg)/Dielektrikum. Bei einem
Einfallswinkel . wird der Brechungswinkel,,,s 90°. Diesen Winkel bezeichnet man als Grenzwinkel
der Totalreflexion ..[Lauer 2001]

Der kritische WinkelQ. lasst sich mit Hilfe des Snellius'schen Brechungstzes
aus den Brechungsindizes der Medigemmd i berechnen.

sinQ, =
nl
Wird monochromatisches Licht der Wellenlangebeim Ubergang von einem
optisch dichteren in ein optisch dinneres Mediuraltoeflektiert, so fallt das
elektromagnetische Feld im optisch dinneren Mediight sofort auf Null ab. Unter
der Bedingung, dass die Normalkomponente des e&ekén FeldesE und die
Tangentialkomponente der dieelektrischen Verscimgban der Grenzflache stetig
sind ergibt sich aus den Maxwell-Gleichungen, dass der Totalreflexion eine
Stérung im optisch dinneren Medium auftritt. Di&amponente des elektrischen
Feldes dringt in das optisch dinnere Medium ein omimt dabei senkrecht zur
Grenzflache exponentiell ab [Knoll 1991]. Die Eimdjtiefe @ lasst sich mit Hilfe
der folgenden Gleichungen berechnen

E(z)=E=Ee “*
/In

d. =
" 2p(sin2 Qein - nzzlnlz)ll2
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Die Eindringtiefe @ hangt von der Wellenlande den Brechungsindizes der beiden
Medien n und i und dem EinfallswinkeQeinab. Sie liegt in der GréRenordnung der

Wellenlangd des einfallenden Lichts.

2.2.3 Oberflachenplasmonen

Oberflachenplasmonen sind elektromagnetische Weltka sich entlang einer
Grenzflache Metall/Dielektrikum ausbreiten und defeelder von der Grenzflache
aus in beide Medien exponentiell abfallen.

Betrachtet man den Strahlengang von einem Dielektriin ein Metall, so
beobachtet man bei Bestrahlung der Metalloberflaeinen Teil des Strahls, der
reflektiert und einen Teil der transmittiert wirDer transmittierte Strahl kommt zu
einer Wechselwirkung eingestrahlten Lichts mit dg#ektronen des Metalls. Diese
halten sich aufgrund ihrer Ladung gegenseitig @nére bestimmten Abstand, sind
aber ansonsten frei beweglich, es bildet sich nahsn Kristallgitter aus. Die
Elektronen kénnen sich daher nur kollektiv durchs d@itter bewegen. Bei
Bestrahlung mit Licht bestimmter Wellenlange kome# zur Anregung eines
Plasmons an der Metalloberflache, wenn eine plaetektromagnetische Welle
(Licht) in diese Grenzflache einkoppelt. Die kotiglken Anregungszustéande des
freien Elektronengases werden als Oberflachenplasmdezeichnet. Fir eine
Anregung mussen die Energie und der Impuls der tiellen mit denen des

Plasmons ubereinstimmen.
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Abbildung 2-7Reflexion an einer Grenzflache Mdbadllektrikum unter gleichzeitiger Anregung
eines Oberflachenplasmons. Dieses zeigt ein edekies Feld innerhalb des Dielektrikums, welches
sowohl in x- als auch in z-Richtung exponentiefdlib[Lauer 2001].

2.2.4 Anregungsgeometrie

Folgende Uberlegungen zur Geometrie zeigen die rigedigen, die fir die
Anregung eines Plasmons gegeben sein missen.

Das angeregte Oberflachenplasmon zeigt in Auslmgstuchtung, also parallel
zur Oberflache des Dielektrikums, ein elektriscHesld E. Bei Ausbreitung
innerhalb des Dielektrikums nimmt dieses als evagr@es Feld bezeichnete Feld ab.
Das Oberflachenplasmon verhalt sich wie eine Liefigv mit sinusformigem
Verlauf

2p

E =E,sin ——X
/P

20

Dabei wird 7 als Wellenvektork bezeichnet. Abhangig vom Einfallswinkel sind
p

die Bedingungen flik -Vektoren erfiillt und das eingestrahlte Laserliobppelt mit
einem Plasmon. Hierbei kommt es zur Ubertragung ldehtenergie auf das

Plasmon; es kommt zu einem Intensitatsminimum désktierten Lichtstrahls. Der
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Winkel bei dem dieses Minimum auftritt ist abhangam k -Vektor des Plasmons.

Die Projektion des Wellenvektors des eingestraHIiaserlichts(ko) mufd sich mit

Ubereinstimmen. Erfolgt eine

der des Wellenvektors des Plasmobsz,asmon)
Anderung des Wellenvektors des Plasmons durch ef®derung des
Brechungsindexes an der Grenzflaiche (Bsp. Adserption Molekilen), so
verschiebt sich auch das Minimum des reflektiettiehts.

Es kann keine Anregung eines Plasmons an der Ligfilgen: die Projektion

des Wellenvektors(ko) des eingestrahlten Laserlichts ist zu kurz im \&ch mit

dem Wellenvektor des Plasmc(hﬁasmon). Die Messungen erfolgen daher in einer

speziellen Anordnung, der sogenannten Kretschmammfigguration [Kretschmann
1971].

2.2.5 Kretschmann Konfiguration

Das Licht wird bei dieser Anordnung durch ein Digtikum mit héherem

Brechungsindex als Luft auf die Metalloberflachdegkt. So kommt es zu einer
VergroRerung des Wellenvektors des Lichts und daomt Erreichen der Lange des
Plasmonenwellenvektors. Ist die verwendete Metailtét ausreichend diunn kann
sich das elektromagnetische Feld des Plasmons diasiMetall hindurch auf der
ruckseitigen Grenzflache fortsetzen [Kretschmann71]19 Dort kann das

Oberflachenplasmon zur Detektion von molekularenhicten, die an der

Metalloberflache adsorbiert vorliegen und dadurein @rechungsindex verandern,
benutzt werden. Die Reflektivitdit eines Mehrschsghtems kann unter
Berucksichtigung der Stetigkeitsbedingungen dektregdehen und des magnetischen
Feldes aus den Fresnelgleichungen abgeleitet weas Laserlicht wird an der
Basis des Prismas nach den Fresnelgleichungerktiefteund transmittiert. Ab

einem kritischen Winkel tritt Totalreflexion ein. IBereich dieses Winkels kommt
es zum exponentiellen Abfall des evaneszenten Eelohel zur Anregung eines
Plasmons. Dies findet auch an der dem Prisma abghtera Seite des Metalls statt,
wenn die Projektion der Feldvektoren des Lichts mdénen des Plasmons

Ubereinstimmen.
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Abbildung 2-8 Schematische Darstellung der Prisroppkung: Kretschmann-Konfiguration
[Lauer 2001].

2.2.6 Messanordnung

Die  Abbildung zeigt die verwendete  Messanordnung r fudie
Plasmonenspektroskopie, in der die ReflektivitaesiMehrschichtsystems flr einen
bestimmten Winkelbereich bestimmt wird. Der Lagefdt des HeNe-Lasers
(I =635nm) wird durch den Frequenzmodulator (2) peswid moduliert (=1193
Hz). Diese Frequenz wird als Referenzsignal an rein@ck-in Verstarker
weitergegeben, um Storsignale zu vermeiden.

Der Lichtstrahl durchlauft zwei Glan-Thompson Pdatoren (3) aus Berliner
Glas. Der erstgenannte dient zur Intensitatsregeluder letztgenannte zur
Festlegung der Polarisationsrichtung. Anschlief¥eifftl der Laserstrahl auf ein 90°
Prisma aus LaSFN9-Glas, das mit Immersionsdl aaneimSFN9 Glastrager optisch
gekoppelt ist. Die Rickseite des Glastragers bedeide thermisch aufgedampfte
50nm dicke Goldschicht, an deren Oberflache Plasm@ngeregt werden kdnnen.
Das Prisma/Glastrager/Messzellensystem ist auf neinéweikreis-Goniometer
montiert. Es wird Uber zwei Schrittmotoren mit eiMémkelauflésung von 1/1000°
angesteuert. Der reflektierte Laserstrahl wird dueme Bikonvexlinse auf eine Si-

Photodiode fokussiert, deren Ausgangsspannung efigktierten Lichtintensitat
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proportional ist. Die temperierbare MessingklUvettge auf der Ruckseite der
Messzelle angebracht wird, vermeidet Temperatursckwagen und damit

Anderungen des Brechungsindex.

Abbildung 2-9 Schematische Darstellung des komtarieMessaufbaus fiir
Oberflachenplasmonen bzw. Impedanzmessungen [Nau2QQ3].

2.2.7 Einfluld ultradinner Schichten auf die Disp@rs/on Plasmonen

Bei Verwendung einer Metalloberflache zur Adsomption Molekilen aus einer
Losung bewirken diese eine Verschiebung des resenmaEinfallswinkels des
Laserstrahls. Ursache ist der Einflu? der Schicldoduerter Molekule auf die
Feldverteilung an der Metallgrenzflache [Veith 1P9Bie adsorbierte Schicht erhdht
den durchschnittichen  Brechungsindex des Dielekins, das im
Wechselwirkungsbereich des Plasmons liegt. GemesR&sonanzkurven kénnen
quantitativ mittels des Transfer-Matrix-Algorithmususgewertet werden [Veith
1995]. Dabei ist jedoch zu beachten, dass wedeexikte Brechungsindex noch
die Schichtdicke der adsorbierten Schicht bekaima, s0 dass der Wert fur einen
dieser Parameter nur unter Kenntnis des Werteddiirzweiten Parameter bestimmt
werden kann. Fuar Lipid/Proteinschichten wird im Re#m dieser Arbeit ein
Brechungsindex von 1,5 angenommen [Ulman 1991].d&fermehrere Schichten

adsorbiert, so muf3 die Probe vor und nach jedeantrung gemessen werden, so

- B3-



dass die Parameter der vorangegangenen SchichtedevoMessung der neuen
Schicht bekannt sind. Tritt bei den Messungen einergkd3erung der
Halbwertsbreite der Resonanzkurve auf, so deutes @uf eine Zunahme der
Oberflachenrauhigkeit hin. Die Verschiebung des oRaszwinkels kann durch
Variation der geometrischen Dicke und des Brechudgses dieser Schicht in der
Anpassungsrechnung beschrieben werden. Die enltsréen Werte der vorher

gemessenen Schichten miussen hierbei naturlichdargthalten werden.

2.2.8 Kinetik-Messungen

Ein groRer Vorteil der Plasmonenspektroskopie iste dvidglichkeit von
zeitabhéngigen Untersuchungen. Neben den winketejiden
Reflektivitatsmessungen kann auch der Zeitlichelatérvon Adsorptionsprozessen
beobachtet werden. Man wahlt einen Winkelwert ihally des Minimums der
Plasmonenkurve aus und beobachtet nach einer g@ewiddorlaufzeit die
Verschiebung desselben durch Zugabe einer adsemnbien Substanz. Anfanglich
steigt die Reflektivitat stark an. Nach einer Weilanmt es zu einer langsameren
Anderung bis die Kurve schlieBlich in die Sattiguigergeht. Kinetikmessungen
erlauben Aussagen uber die Zeitdauer und den MertauAdsorptionsprozessen.

2.3 Impedanz-Spektroskopie

Die Impedanz-Spektroskopie (IS) ist eine Methode,daren Hilfe die elektrischen
Eigenschaften von Materialien und deren Grenzflachen elektrisch leitenden
Elektroden untersucht werden konnen. Die IS lieferformationen utber die
Verteilung von Ladungen in unmittelbarer Nachbaaschder untersuchten
Grenzflachen z. B. Elektrode/Elektrolyt. Im Folgendsilen verschiedene Modelle
zur Untersuchung und Beschreibung von Grenzflaauemigen beschrieben werden.
AulRerdem erfolgt eine kurze Vorstellung der phylsskhen Grundlagen und

Prinzipien der Impedanz-Mef3technik.
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2.3.1 Die elektrische Doppelschicht

Bringt man eine Elektrodenoberflache mit einem Elditen in Kontakt, so kommt
es an der Grenzflache zwischen beiden Medien zwgbikdung einer geladenen
Schicht. Diese Ladungen werden durch entsprech@edenladungen in der Lésung
ausgeglichen. Abhéangig vom elektrochemischen Patertes Metalles treten
entweder Elektronen (e-) aus dem Metall aus odedeveron ihm aufgenommen.
Bei Austritt von Elektronen verbleibt ein positivieadungsiiberschul? innerhalb des
Metalles. Dieser wird durch eine Schicht negatiladener Ladungen direkt an der
Grenzflache Metall/ Elektrolytibsung kompensiert. Hsilden sich zwei
gegensatzliche parallele Ladungsschichten wie irbildbng 2-10 schematisch

dargestellt.
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Abbildung 2-10: Helmholtz Modell der elektrischeafdpelschicht [Lauer 2001]

Hierbei handelt es sich um das einfachste Modell edektrischen Doppelschicht.
Diese wird entweder algstarre Doppelschicht” oder als Helmholtz-Modell
bezeichnet [Hamann 1985] [Schwuger 1996]. Die Eigeafien der Helmholtz-
Schicht konnen als die eines Kondensators besd@mwielverden, da die
Ladungsschwerpunkte der entgegengesetzten Ladujgeils auf einer Ebene
liegen, analog den Platten eines Kondensators.

Man unterscheidet zwischen spezifisch und unspehifiadsorbierten lonen.
Unspezifisch adsorbierte lonen befinden sich wegegr Solvathille in grof3erem
Abstand zur Grenzflache. Man unterscheidet diersnnmd die duf3ere Helmholtz-
Schicht. Die innere Helmholtz-Schicht wird hierlgeirch die Elektrodenoberflache
reprasentiert, zusammen mit einer starren Schi@tht rsolvatisierter spezifisch
adsorbierter Gegenionen. Die &ufere Helmholtz-8thhildet sich aus einer
weiteren starren und negativ geladenen Schichassiert vorliegender unspezifisch
adsorbierter Gegenionen. Das Potentiaimmt zwischen beiden Schichten linear ab
und bleibt auRerhalb der auleren Helmholtz-SclimelElektrolyten konstant.

Das Helmholtzsche Modell dient der Beschreibung vaaoftretenden
Raumladungen an Elektroden. Nachteil ist die Besohng der Schichten als starre
Einheiten, die keinerlei Bewegung zulassen.

Eine Weiterentwicklung des Helmholtz-Modells stelthis Gouy-Chapman-
Modell dar. Dieses berticksichtigt thermische BewegungerLddungen. Durch die
Warmebewegung wird die starre Struktur der Laduraggfigeldst. In zunehmendem
Abstand von der Elektrodenoberflache fihrt diese &pwg zu einer diffusen
Schicht, das Modell wird daher auch als das ghiffusen Doppelschicht*
bezeichnet. Allerdings zeigt auch das Gouy-ChapMadell bei seiner
Beschreibung der Schichten Defizite. So werden dhalieflich Coulomb-
Wechselwirkungen beschrieben und die Oberflachenigen werden als
kontinuierlich angenommen. In der Regel liegen ayeGrenzflachen insbesondere
innerhalb nicht zu konzentrierter Elektrolytlosungesder ausschliel3lich starre noch
diffuse Doppelschichten vor. Erst die Kombinationr deeiden Modelle zum

Sternschen Modellfuhrt zu einer guten Beschreibung des Verhalteakte$cher
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Doppelschichten. Im Sternschen Modell fallt daseRtalj zwischen der aul3eren
und der inneren Helmholtz-Schicht aufgrund adsordidonen linear auf einen Wert
ab. Das direkt an der Grenzflache auftretende Hatemird als Oberflachenpotential
Dj sar bezeichnet. Uber die sich anschlieRende diffusepBlsphicht fallt das
Potentialj exponentiell auf den Wert des Elektrolyten ab.

Das GalvanipotentiaDj zwischen dem Elektrodenpotentjalyetar Und dem
Elektrolytenj |m ergibt sich aus der folgenden Gleichung:

D/ = ( e =/ s ) s~ 00) = e * D s

Die Potentialdifferenz zwischen der &uf3eren Heltzh®thicht und dem
Elektrolyten wird alsZeta-Potential x bezeichnet. Beim Massentransport am
Elektrolyten bleibt in der Nahe der Grenzflache ssteine dinne Schicht von
Losungsmittelmolekilen in Ruhe. Zu den elektroksadten Effekten tragen jedoch
ausschliel3lich die Potentiale an sogenannten 3&bleein bei. Unter Scherflachen
versteht man die Grenzflache zwischen der unbewegisungsmittelgrenzschicht
und des Elektrolyten. Das Zeta-Potential ist dagmiatl, das an dieser Scherflache
herrscht [Adam 1997].
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Abbildung 2-11: Graphische Darstellung des Helmhdhodells. Gezeigt wird der

Potentialverlauf zwischen der Elektrode und ders&éosn Helmholtz-Flache [Lauer 2001].

2.3.2 Impedanzspektroskopie

Wie bereits erwahnt ist die Impedanzspektroskop® €ine sehr empfindliche
Methode zur Untersuchung der elektrischen Eigentammafon Materialien und
deren Grenzflachen an elektrisch leitenden Elektrgacdonald 1987]

2.3.3 Darstellung der Impedanzspektren

2.3.3.1 Bode-Plot

Hier wird der Betrag der Impedanz Z und der Phasewel F als Funktion der
logarithmierten Anregungsfrequenz aufgetragen.da#® einfachste Ersatzschaltbild

eines Dielektrikums an der Grenzflache Metall/Eleltr (siehe Zeichnung in
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Abbildung 2-12; R Widerstand des Elektrolyten;;RNiderstand des Dielektrikums;
Cn Kapazitat des Dielektrikums) ergibt sich z. B. dasAbbildung 2-12 gezeigte
Spektrum:

10 10° 10° 100 10 10 10 100 10 10 10 10
Frequenz [Hz]

Abbildung 2-12 Bode Plot in |Z]

Die Schnittpunkte mit der Z Achse ergeben fur hBreguenzen den Vorwiderstand,
in diesem Fall den Widerstand des Elektrolyten IRir niedrige Frequenzen erhéalt
man den Widerstand des Dielektrikumg &s dem Schnittpunkt mit der y-Achse.

-100+

-804

&
S
1

40

Phasenwinkel [°]

-204

10 10° 10° 100 1@ 10 10 100 100 10 10 10
Frequenz [Hz]

Abbildung 2-13: Bode-Plot der Phase
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2.3.3.2 Frequenzreduzierte Admittanz

Zwischen der Admittanz Y und der Impedanz Z besteldr folgenden
Zusammenhang

Y=%=Y¢+ iY =G +G, +iuC

mit G=Leitwert und G=Leitwert des Elektrolyten. Die Admittanz stelltnei

komplexe Leitfahigkeit dar. Es gilt daher fur de@aR bzw. Imaginarteil

7 T B
(zg) +(z9°
Y @:'—ngt

©o(zgy + (29
Die Division der Admittanz durch die Frequemz ergibt die frequenzreduzierte

Admittanz Yiv. Die Auftragung der Admittanz ergibt ein Diagramm,dem der
Schnittpunkt mit der imaginaren Achse direkt digpKatat G des Systems liefert.

Y"/w [10%(WHz)]

7 T T T T T T T |
0 1 2 3 4

Y'iw [10%/(WHZ)]

Abbildung 2-14: Admittanzplot
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2.3.3.3 Ortskurve (Nyquist-Graph)

Die Auftragung der frequenzabhéangigen Impedanzateirkomplexen Ebene ist die
einfachste Auftragung. Es werden der Real- (Z2°) isoder Imaginarteils (Z)
gegeneinander aufgetragen, dies ergibt ein DiagrdemOrtskurve.

-5M —
-5M _-
-AM _-
-4M _-
-3M _-
-3M _-

-2M H

Z'[W

-2M 4
1M

-500k—

500k ; . ; . ; . ; . ;

Abbildung 2-15: Ortsdarstellung
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3 Themenstellung/Zielsetzung

Bereits in der Einleitung wurde das Ziel der Enkluag von Biomembranmodellen,
die Nachahmung der Membraneigenschaften der bgibgn Lipidmembran,
erlautert. Eine Nachbildung derselben ermdglicas Werstandnis fur die komplexe
Struktur der Membran selbst, ebenso wie der ineéhthaltenen Strukturen, zu
vertiefen. Das komplexe Zusammenspiel von Strukihar Funktion der biologischen
Lipidmembran ist immer noch nicht endgiltig verstam und bietet Raum fir
unterschiedliche  Fragestellungen; diese mindeten der Entwicklung
unterschiedlicher Modellsysteme im Rahmen der Mamiflorschung.

Im ersten Kapitel dieser Arbeit wurden unterschaa
Membranmodellsysteme zur Nachahmung der biologischigpidmembran
vorgestellt. Festkorperunterstitzte Membranen bigiem einen ein hohes Mal3 an
Stabilitat, zum anderen bieten sie die Moglichkeles Einsatzes vieler
oberflachensensitiver Untersuchungsmethoden. latterhder Gruppe der
festkdrperunterstutzten Systeme stellen wiederure tMembranmodelle mit
Abstandhaltermolekilen die Reihe der Systeme dar,ddm Zusammenspiel aus
Struktur, Dynamik und Funktion der naturlichen Mearten am nachsten kommen.

Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Untersugbn fanden an
Glykolipopolymer-Molekilen statt. Diese konnen nichdirekt auf dem
goldbedampften Substrat immobilisiert werden. WieAbbildung 3-1 gezeigt sind
eine Reihe von Funktionalisierungsschritten erfdicke Zunéchst wird eine sich
selbst organisierende Monoschicht (self assembleohotayer, SAM) eines
Thiolgemisches oder alternativ eines schwefelmpidifien Polyethylenglykols auf
der thermisch aufgedampften Goldschicht assembBaide Schichten dienen als
Abstandhalter, auch spacer bzw. tether genanntdidiem Rahmen dieser Arbeit
erstmals gezeigte photochemische Anbindung von dijypolymer-Molekilen auf
der Goldoberflache ermoglichen. Der jeweils untelnset SAM wird durch eine
photoreaktive Verbindung funktionalisiert, die diachfolgende Photoreaktion mit

einer funktionellen Endgruppe am hydrophilen Ender dvororientierten
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Glykolipopolymer-Monoschicht gestattet. Auf denm@parierten Schichten werden
Liposomen eines Phospholipids gespreitet, die zuusbfdung einer

polymerunterstitzten Lipiddoppelschicht fihren.

Abbildung 3-1 Allgemeine Darstellung der verankertéopolymermembranen: a)
Abstandhalter, der jeweils ber Schwefel-Gold-Welstiskung auf der Goldoberflache kovalent
gebunden vorliegt b) Glykolipopolymer-Molekiil, sehavdargestellt der Kohlenhydrat-Anteil des
Molekiils, rot dargestellt die Lipidkopfgruppe Il dargestellt: Phospholipidschicht aus
ausgerollten Vesikeln

Bisherige Untersuchungen an Lipopolymermolekilefolgien auf oxidischen
Oberflachen. Optimierungsversuche hinsichtlich Adighte und Fluiditat wurden
vorgenommen. Es fehlen jedoch Untersuchungen zwetitrischen Eigenschaften
der hergestellten Membranen.

In der vorliegenden Arbeit sollen Glykolipopolymestekile als
Lipopolymerkomponenten hinsichtlich ihrer Eignung Is a
Modellmembranbestandteile untersucht werden. Dieleke sollen auf dem
Langmuir-Blodgett Trog vororientiert und anschlieBe auf thermisch
aufgedampften und entsprechend praparierten Gatiidtigen photochemisch
kovalent angebunden werden. Die erhaltenen Schictgellen anschlielend
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hinsichtlich ihrer Eigenschaften und Eignung alsdéiimembransysteme untersucht
und optimiert werden. Die Vororientierung ermdogtickine gezielte, mdglichst
endstandige Anbindung der Molekile. Die nachfolgeptiotochemisch kovalente
Anbindung stellt eine besondere Herausforderung dtarhierbei als Schwierigkeit
das Phanomen des Forster-Energietransfers aufiaten

Ein winschenswertes Merkmal von festkdrperuntertaiit Membranen sind
die elektrischen Eigenschaften, da diese die spaterwendung als Modellsysteme
fur Membranproteine hauptsachlich bestimmen. Aeseatn Grund ist ein weiteres
Ziel der hier vorgestellten Arbeit, die elektrisoheEigenschaften der
Glykolipopolymer- basierenden Modellmembranen mit ilfeH von

Impedanzmessungen zu untersuchen.
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4 Ubersicht Uber die untersuchten Systeme

4.1 Prinzip des Aufbaus der Schichten bis zur \&dg&ikion

b—0,| MO >»TW®W
b—0 | TMO>TW

SA Spacer

>
»

w[amorval[<no]
[amorval[<no]

SA Photoreaktive
Verbindung

T e

ME
ME

LB

|
I

Abbildung 4-1: Allgemeine Darstellung der untersiachSchichten; SA=self-assembly; spacer
=Abstandhalter; prv=photoreaktive Verbindung; LBahgmuir-Blodgett Transfer des
Glykolipopolymers (hier Homopolymer Ho5900)[SchiR©03]

Abbildung 4-1 zeigt allgemein die fur die Hersteljuder untersuchten Systeme
notwendigen Schritte. Beginnend mit dem thermischefdampfen der Goldschicht
(Au) auf die gereinigten Glastrager (substrategtfainschliel3end die Assemblierung
des jeweils untersuchten Abstandhaffedurch Selbstorganisatibn AnschlieRend
wird die photoreaktive Verbindung (PRV) auf der fdraihalterschicht verankert. Es
folgt die Vororientierung des Glykolipopolymers der Wasser-Luft Grenzflache

des Langmuir-Blodgett-Troges und dessen Ubertrdgl@uSubstrate. Nach einem

19 Abstandhalter, engl. spacer

" Selbstorganisation, engl. Self-assembly
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zwischengeschalteten  Trocknungsschritt  wird  die  &&whicht  des
Glykolipopolymers durch UV-Bestrahlung photocherhisdkovalent an die
photoreaktive Verbindung gebunden. Als letzter Bichrfolgt die in Abbildung 4-2
schematisch dargestellte Fusion des Lipidmonolayetd.iposomen. Hierbei bildet

sich die komplette Lipiddoppelschicht.

Abbildung 4-2 intaktes Liposom (Vesikel) in Lossagie Vesikel im Moment des sog.
LAusrollens" auf der Glykolipopolymer-Monoschichtdguer 2001]

4.1.1 Beschreibung der untersuchten Abstandhalter

Alle Anbindungsreaktionen der untersuchten Abstattdlhsysteme beruhen auf der
Schwefel-Gold-Wechselwirkung zwischen der auf deregigten Glassubstrate
thermisch aufgedampften Goldschicht sowie den mitere Schwefelgruppe
funktionalisierten Abstandhaltermolekilen [Nuzzo 83P [Jung 1998]. Die
Abstandhalter dienen zum einen dazu, die nachfdiganfgebrachten Schichten auf
der Goldoberflache kovalent zu fixieren, danebellesosie einen ausreichenden
Abstand zwischen der Goldoberflache und den phakbireen Verbindungen

erzeugen, um so den Einfluss des Forster Tran@€arstel 1.5.4) zu vermindern.
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Abbildung 4-3 Schematische Darstellung der untdrserc Abstandhalte. Die Assemblierung
erfolgt ausgehend von einer dinnen Goldschichtbjgalf einem Glassubstrat (grun). A Thiol-
terminiertes HO-Polyoxyethylen-NH-CO(@QHSH PEG3000; B bindre Thiol-Mischung aus 1-

Thiohexanol und Bis(aminododecyl)disulfid.

Abbildung 4-3 verdeutlicht schematisch die zunastlsjenommene Fixierung der
unterschiedlichen untersuchten Abstandhalter-Koraptan auf der thermisch
aufgedampften Goldoberflache. Die nachfolgendenitgbpriautern die genannten

Abstandhalter im Einzelnen.

4.1.1.1 Thio-Polyethylenglycol HO-Polyoxyethylen-MEO-G,H,4-SH

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Thio-Polyetiylycol HO-
Polyoxyethylen-NH-CO-gH,-SH (PEG 3000 bzw. Thio-PEG) wird auf der
thermisch aufgedampften Goldoberflache durch Smigahisation aus ethanolischer
Losung Uber Schwefel-Gold Wechselwirkungen kovaliemdrt.

Die Idee der Verwendung von Polymeren als Abstaltetha fur
Lipiddoppelschichten wurde bereits in der Einleglerlautert. Da viele Reaktionen
in Membranen auf der lateralen Mobilitat und deoidén Eigenschaften der
Komponenten beruhen, wurden zahlreiche Versuche Euatkopplung der
Lipiddoppelschicht vom Substrat mittles Polymer&issuntersucht [Sackmann
1996]. Die bisher verwendeten Polymere konnten ailshydrophile Schicht unter
den Lipiddoppelschichten aufgebaut werden, allgslirwiesen die erhaltenen

Membranen oftmals Defekte auf.
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4.1.1.2 Binare Thiol-Mischung

Das zweite untersuchte Abstandhaltersystem bestghteinem Gemisch aus 1-
Thiohexanol und Bis-(Aminododecyl)-disulfid. Es wdirnachfolgend als binare
Thiol-Mischung bezeichnet. Beide Verbindungen zeidarch ihre SH-Gruppe eine
starke Affinitat zur thermisch aufgedampften Goleidliche und werden bei
Kontakt mit derselben kovalent gebunden.

Ziel der Verwendung des Gemisches aus 1-Thiohdxamud Bis-
(Aminododecyl)-disulfid ist die Verdinnung der fdiie spatere Anbindung der
photoreaktiven Verbindung benétigten Aminogruppes dgis-(Aminododecyl)-
disulfids. Die nach einem weiteren Assemblierungsdc folgende
Funktionalisierung der binaren Thio-Mischung matehotoreaktiver Verbindungen
erfolgt durch Reaktion derselben mit der terminafenino-Gruppe des Disulfids.
Um eine zu dichte Belegung der Oberflache und danasultierende geringe
Mobilitdt innerhalb der bei den nachfolgenden Amhingsschritten mit
photoreaktiven Molekilen untersuchten Glykolipopofre zu vermeiden, wird die
fur die Anbindung genutzte Bis-(Aminododecyl)-disddKonzentration durch
Mischung mit 1-Thiohexanol verringert. Optimal fire spatere Anbindung der
photoreaktiven Verbindung ware ein Molekul Bis-(Ammdodecyl)-disulfid umgeben
von einem Kranz aus 1-Thiohexanol-Molekilen. Molekietrachtet erfordert dies
ein Mischungsverhaltnis von 1:9 (Bis-(Aminododeayi§ulfid:1-Thiohexanol) fir

die Assemblierungslésuri§chiller 2001]

4.1.2 Photoreaktive Verbindungen

Nach Assemblierung des Abstandhalter-Systems authdgmisch aufgedampften
Goldoberflache wird die Abstandhalter-Schicht nnitee photoreaktiven Verbindung
funktionalisiert. Diese Funktionalisierung erfolghit zwei unterschiedlichen
photoreaktiven Verbindungen; sie werden in den dreidnachfolgenden

Unterkapiteln genauer erlautert.
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4.1.2.1 4-Bezoylbenzoeséaurechlorid

Die Funktionalisierung des untersuchten Abstandhgfstems mit 4-
Benzoylbenzoesaurechlorid (Benzophenon) erfolgtraathanolischer Losung. Das
photoreaktive Molekul reagiert Giber seine Sauredatiienktion und bindet an die auf
der Oberflache vorhandenen reaktiven Gruppen. Irtie Fder bindren Thiol-
Mischungen sind dies die Aminogruppen; es kommtBildung eines Amids. Nach
Vororientierung der untersuchten Glykolipopolymetekoile an der Wasser-Luft
Grenzflache des LB-Troges sowie deren Ubertrag digf funktionalisierte
Substratoberflache werden die Trager mit UV-Lichéstibahlt. Benzophenon
absorbiert UV-Licht im Wellenlangenbereich von 3d0Ormaufgrund desn, *-
Uberganges innerhalb der Carbonyl-Gruppe. Diesltieduin einem reaktiven
Triplett-Zustand biradikalischer Natur der die paftemische Anbindung einer
Vielzahl von Verbindungen ermdglicht .

Abbildung 4-4 veranschaulicht schematisch die durdV-Bestrahlung

ausgeloste Reaktion.
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Abbildung 4-4 Reaktion des Benzophenons, ausgilésh UV-Bestrahlung nach dem LB
Transfer des Glykolipopolymers. (Grau: Glassubstgatib: aufgedampfte Goldschicht). Als
Abstandhaltersystem: binare Thiol-Mischung. Durc#t-Bestrahlung kommt es zur Anregung der
Carbonylgruppe . Das entstandene Radikal reagiérdem Glykolipopolymer (in der Abbildung
nicht gezeigt)[Schiller 2002].

Eine detaillierte Betrachtung der UV-induzierteraRi&gonen des Benzophenons

findet sich in Kapitel 1.5.2.

4.1.2.2 5-Azido-2-Nitro-Benzoesaurechlorid

Die kovalente Verankerung des 5-Azido-2-Nitro-Bessg@urechlorids (Azid) erfolgt
ebenfalls auf der mit dem jeweiligen Abstandhalieschichteten Goldoberflache.
Abbildung 4-5 zeigt die Reaktion des Azids mit derororientierten

Glykolipopolymer-Monoschicht durch Bestrahlung nai/-Licht. UV-Licht flhrt

zur Photoelimination eines Molekiils Stickstoff ales Azidogruppe. Das gebildete
Nitren abstrahiert ein Wasserstoff-Molekil aus déDH-Gruppe eines
Zuckerbausteins des Glykolipopolymers, die Bilduder kovalenten Bindung

zwischen dem Zuckerbaustein des Glykolipopolymemsd udem auf der
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Substratoberflache verankerten 5-Azido-2-Nitro-Bers&iurechlorid fihrt zum
Aufbau der Monoschicht.

Abbildung 4-5 veranschaulicht schematisch die durdV-Bestrahlung
ausgeloste Reaktion.

Abbildung 4-5 Reaktion des Azids ausgel6st durckBEstrahlung nach LB Transfer des
Glykolipopolymers. (Grau: Glassubstrat, gelb: aedg@mpfte Goldschicht). Als Abstandhaltersystem:
bindre Thiol-Mischung. Nach UV-Bestrahlung kommzwsElimination eines Molekiils Stickstoff.
Das entstandene Nitren reagiert mit dem Glykoliggper (nicht gezeigt) [Schiller 2002]

Eine detaillierte Beschreibung der Photochemie de#\zido-2-Nitro-
Benzoesaurechlorids findet sich in Kapitel 1.5.3.

4.1.3 Glykolipopolymere
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Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Glykolggmermolekile wurden von
Stefan Schiller und Heide Go6tz am IBM Almaden RedeaCenter in den USA
synthetisiert [G6tz 2002]. Aus der Gruppe der Cgpare wurde ein Molekul, das
Copolymer Co 20; aus der Gruppe der Homopolymerelenuzwei Molekiile, die
Homopolymere Ho5900 und Ho9000 untersucht.

4.1.3.1 Copolymer Co 20

StaMH
n O Hom
o o)
N
OH
Ho/ ©
OH

Abbildung 4-6 Copolymer Co20 (Co020: n/m=1/4; Mw808® g/mol)[Schiller 2005]

Abbildung 4-6 zeigt das untersuchte Copolymer Ca), 2N,N-
Dioctadecylacrylamid/D-Glucopyranose-2-acrylat-Clgpeer. Das Molekil setzt
sich aus einem Dioctadecylamin (DODA)-modifiziertékcrylamid-Anteil und
einem D-Glucoseacrylat-Anteil zusammen. Ein Copagmolekil Co20 enthélt ca.
20mol% DODA-Acrylamid neben 80mol% Glucose-Acrylaufgrund der
vorgenommenen Untersuchungen am IBM geht man vmmeiMolverhéltnis von 1
DODA-Lipidanteil zu etwa 4 Glucose-Acrylat-Anteileaus. Das Copolymer zeigt
demzufolge amphiphile Molekileigenschaften. Duratie Synthese von
Copolymeren mit lipid-funktionalisierten Glucose#at Wiederholungseinheiten
erhoffte man sich vielfaltige Einbaumadglichkeiteam synthetische Biomembranen
[Gotz 2002].
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Die Verwendung der Glucopyranose sollte zudem diéglMdhkeit der
Schaffung eines hydrophilen Submembranraumes bieten
Erste Untersuchungen von Copolymer-Molekilen beeclighres Verhaltens

an der Wasser-Luft Grenzflache zeigten die Auslbidduon Monoschichten [G6tz
2002].

4.1.3.2 Homopolymer Ho 5900/ Homopolymer Ho9000

Abbildung 4-7 Homopolymergrundgertst (Ho5900: n#2@&; 5900 g/mol)[Schiller 2005]

Abbildung 4-7 zeigt das Grundgerist der Homopolynder zweiten Gruppe der im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Glykolipopolymer@ie stellen N,N-
Di(octadecyl)amino-funktionalisierte  Poly-D-glucopynose-acrylate  dar. Die
Homopolymere weisen ebenso wie die Copolymere gohlki Struktur auf. Der

lipophile Teil des Molekuls wird durch den DODA-M#ilteil gebildet, wahrend
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das mit den Glucosemolekilen verknlpfte AcrylatyRarrickgrat den hydrophilen

Molekulanteil der Homopolymere bildet.

4.1.3.3 Lipidanteil der untersuchten Glykolipopobma: Dioctadecylamin

Der Lipidanteil der untersuchten GlykolipopolymeoMkile besteht aus der
Dioctadecylamin-Kopfgruppe (DODA). Die DODA-Kopfgspe wurde urspringlich
aufgrund ihrer Fahigkeit zur Ausbildung stabiler Mdschichten gewahlt [Gotz
2002] [Naumann 2002]. Glykolipopolymere mit DODA-pgigruppen stellen

aussichtsreiche Molektle fur die Praparation polymeerstiutzer

Biomembranmodelle dar.

Das Verhalten an der Wasser-Luft Grenzflache sowlekl Lipids DODA, wie
auch das der untersuchten Glykolipopolymere, wulgleh Aufnahme von Druck-
Flachen Isothermen untersucht. Grundvorraussetfiinglie Anordnung an der
Wasser-Luft Grenzflache sind amphiphile Molekulegghaften. Die Kurvenform
der Druck-Flachen Isothermen bei Kompression zBimasenanderungen innerhalb
der untersuchten Monoschichten. Sie werden mitpestienden Modellen erklart.
So kann jede Phase bzw. jeder Phasenibergang tassaimedliche molekulare
Organisation der untersuchten Molekile gedeuteti@rer

Ergebnisse, die bei der Untersuchung von amphiphiMelekiilen gewonnen
wurden, lassen sich nicht beliebig verallgemeinBei.Untersuchungen von Aminen
fanden Flores und Mitarbeiter eigene Gesetzmalmgke[Flores 2003]. Die
Eigenschaften primarer Aminmonoschichten werderchdualie Eigenschaften ihrer
Gegenionen beeinflusst. Monoschichten, die auf reiakkalischen Subphase
gespreitet werden, bilden sehr schnell Carbamatehddie Reaktion mit dem
Kohlendioxid in der Luft. Dieses Verhalten wurdei be-Oktadecylamin, n-
Hexadecylamin  und n-Docosylamin  gefunden [Gaines 82Jl&anguly
1997][Ganguly 1997]. Bei sekundaren Aminen ist eiree Rotation der Ketten
aufgrund der Wechselwirkung zwischen beiden Kettenwahrscheinlich; die
laterale Beweglichkeit ist eingeschrankt.

Flores et al untersuchten das Verhalten von Diexg@dmin innerhalb von

Langmuir-Monolayern [Flores 2003]. DODA ist als saelares Amin
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wasserunléslich und besitzt zwei lange aliphatis€k&en. Flores und Mitarbeiter
fanden vier verschiedene Phasenzustande: G, LEn81S2. Die Untersuchungen
erfolgten bei unterschiedlichen pH Werten. Die extgé Arbeit von Flores und
Mitarbeitern ist besonders interessant, da sie Wdislsen des Autors die einzige ist,
die das Verhalten des Dioctadecylamin-Molekuls an \Wasser-Luft Grenzflache
untersucht und somit als Vergleich zu den im Rahmieser Arbeit gefundenen

Ergebnissen dienen kann.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 System Thio-Polyethylenglycol/Azid/Homopolyntén5900

Abbildung 5-1 schematische Darstellung des Systems Thio-
Polyethylenglycol/Azid/HomopolymerHo5900 auf der IdBberflache: a)Thio-
Polyethylenglycolschicht b)Glykolipopolymer c)Ligathicht aus ausgerollten

Diphytanylphosphatidylcholin-Vesikeln (blau)

Auf der thermisch aufgedampften Goldschicht wirchd@zhst das Thio-Polyethylen
glycol HO-Polyoxyethylen-NH-CO-§H,-SH (Thio-PEG) assembliert. Die Idee der
Verwendung dieses Polymers wird in Kapitel 1.4.1sdheieben. Durch
Funktionalisierung der Polymerschicht mit der phe#dktiven Verbindung 5-Azido-
2-Nitrobenzoesaurechlorid (Azid) wird die Oberflachktr die photochemische
Fixierung des Homopolymers Ho5900 vorbereitet. Bamopolymer kann aufgrund
seiner amphiphilen Struktur an der Wasser-Luft @Giléohe vororientiert, auf die
praparierten Schichten Ubertragen, getrocknet wmdhdBestrahlung mit UV-Licht
photochemisch kovalent gebunden werden. Die sdten@aMonoschicht wird durch
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Fusion von lipidhaltigen Vesikeln aus Diphytanoydgphatidylcholin zur
Doppelschicht komplettiert.

5.1.1 SPR Messungen

Mit Hilfe der in Kapitel 2.2 beschriebenen Oberfiaoplasmonen-Spektroskopie
(SPR) werden die optischen Schichtdicken der uchésdlichen Schichten bis hin
zur Monoschicht des Homopolymers Ho5900 sowie defemplettierung zur
Doppelschicht mit Hilfe der Vesikelfusionstechnikengessen. Durch die
Verankerung der untersuchten Moleklle auf der Gmdidiche kommt es zu einer
Verschiebung des Resonanzwinkels des angeregtemfl&@benplasmons. Diese
Verschiebung wird in Kapitel 2.2 ausfuhrlich erklar Die Verschiebung des
Resonanzwinkels wird zur Auswertung der erhalteMasskurven mit Hilfe der
Fresnel Gleichungen in eine Anderung der opitschgchichtdicke n*d
umgerechnet [Pockrand 1978] [Raether 1988].

Zunachst wird eine Reflexionskurve der frisch adfgepften Goldschicht
gegen Luft und anschlielend gegen den verwendettfar Rufgenommen. Die aus
diesen Messungen ermittelten Parametes und d des Systems
Prisma/Goldfilm/Puffer bilden das Referenzsystem men anschlielienden
Messungen der Adsorption der Thio-PEG-Schicht, d&sids sowie der
Homopolymer-Monoschicht.  Zur  Untersuchung der Kaettdrung der
Monoschicht zur Doppelschicht durch Vesikelsprajtwmird eine Kinetikmessung
aufgezeichnet. Mit Hilfe der durchgefuhrten Plasem@iessungen kann der
stufenweise Aufbau der Schichten verfolgt werdetie &rhaltenen SPR-Spektren
werden unter Annahme eines Dreischichtenmodellsgeausrtet, das Prisma,
Goldschicht, und immobilisierte Monolage berlicksgth Nach erfolgter
Vesikelfusion wird eine vierte Schicht eingeflildie das Phospholipid der Vesikel
beriicksichtigt. Die Abbildungen zeigen die auf dié&eise simulierten Spektren
(dargestellt durch durchgezogene Linien) im Veqflezu den gemessenen Daten
(dargestellt durch farbige Symbole) fir ein Vieisbsystem (Glas, Gold,
assemblierte Schichten, Phospholipid aus den Me$jkelie auf den Fresnel

Gleichungen beruhen [Bunjes 1997].
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Abbildung 5-2 zeigt die aufgenommenen Plasmonensgekvon der
Goldschicht Uber die auf derselben fixierten ThiesaRPPolymerschicht sowie deren

Funktionalisierung durch die photoreaktive Verbinguzid.

B Goldreferenz
B Thio-PEG
Thio-PEG Azid

0,8

0,6

0,44

Reflektivitat a.u.

0,24

0,04

Resonanzwinkel q

Abbildung 5-2 SPR Daten fur schichtweisen Aufbafl thermisch aufgedampfter Goldschicht
( Goldreferenz). Die Fixierung des Polyethylengly€blols ( Thio-PEG) auf der aufgedampten
Goldschicht mit ruft eine Verschiebung des Resomiukels entlang der x-Achse zu gréReren Werten
hervor; die nachfolgend vorgenommene Funktionalisig mit Azid (Thio-PEG Azid) zeigt eine
Verschiebung des Resonanzwinkels zu kleineren Weéteavorgehoben dargestellt sind die Minima

der jeweiligen Messkurven. Die durchgezogenen histellen die gefitteten Daten dar.

Zunéchst kann die kovalente Fixierung der Thio-PEB®leklle auf der
aufgedampften Goldschicht gezeigt werden. Diesed wilurch Reaktion der
terminalen SH-Funktion der PEG-Kette mit der Gokidliche erreicht. Die
dergestalt polymerbeschichtete Goldoberflache wvargschlieBend mit Hilfe der
photoreaktiven Verbindung Azid funktionalisiert. eDiPlasmonenspektren zeigen
eine deutliche Zunahme der Schichtdicke, erkenrdvarder Verschiebung des
Minimums des Resonanzwinkels zu groReren Werten, nach Fixierung der Thio-
PEG-Polymerschicht. Die Funktionalisierung der Rwyschicht durch Azid
verschiebt das Minimum von jedoch wieder zu kleineren Werten, folglich nimmt
also die optische Dicke der Thio-PEG Polymerschigdth Funktionalisierung ab.
Vermutlich ist das Eindringen des Azids in die RPodyschicht sowie die
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nachfolgende Vernetzung der Polymermolekile umearaler die Ursache dieses
Phanomens. Die Vernetzung zeigt ebenfalls deutligheswirkungen auf die
Quellung der Schichten in Pufferlosung (Abbildung)5

Abbildung 5-3 zeigt Plasmonenspektren der Fixigruler vororientierten
Homopolymer-Monoschicht auf der mittels Azid fumtalisierten Thio-PEG
Schicht.

B Thio-PEG Azid
B Thio-PEG Azid ungetrocknet
Thio-PEG Azid getrocknet Ho5900 monolayer

0,8
0,6

0,44

Reflektivitat a.u.

0,24

0,04

40 45 50 55 60 65 70
Resonanzwinkel g

Abbildung 5-3 SPR Daten fur den weitergehendenchbhieisen Aufbau des Systems auf thermisch
aufgedampfter Goldschicht. Zundchst die modifigigPolymerschicht ( Thio-PEG Azid). Die
erfolgreiche Anbindung des Homopolymers gelingt awir getrockneten PEG-Oberflachen. Nur bei
diesen Tragern (Thio-PEG Azid getrocknet Ho5900 monolayer) zeigt gine Verschiebung des
Resonanzwinkels zu gréReren Werten. Ungetrocknetgmirfilme zeigen keine Anbindung des
Homopolymers (Thio-PEG ungetrocknet) und damit keine Verschigbdes Resonanzwinkels
entlang der x-Achse zu grolReren Werten. Hervorgehalargestellt sind die Minima der jeweiligen

Messkurven. Die durchgezogenen Linien stellen efigteten Daten dar.

Die Versuche zur Anbindung der Homopolymer Ho5908nbkchicht zeigen, dass
eine Fixierung des Homopolymers nur auf getrockmé&elyethylenglycol-Schichten
maoglich ist. Ein zwischengeschalteter Trocknungstchst essentiell fur die

photochemisch  kovalente  Fixierung der Homopolymemblage. Auf
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ungetrockneten Azid-funktionalisierten Thio-PEG-bken findet keine Anbindung

des Glykolipopolymers statt.
Tabelle 5-1 fasst die genannten Beobachtungen wiberbgezeigten SPR-

Messungen zusammen:

Schichtdicke [nm] Schichtdicke [nm]
gemessen berechnet?
Thio-PEG Schicht 14 +3 20
Azid-funktionalisierte Thio-PEG- 2,5+0,5 20,5
Schicht
Monoschicht Homopolmyer Schichtdicke [nm] Schichtdicke [nm]
Ho5900 r!a_ch Ubertrag und gemesselt Berechnet*
Fixierung
aufungetrockneter, 2,5+0,5 6,5
funktionalisierter Thio-PEG-
Schicht
aufgetrockneter, funktionalisierter 6,5 %0,5 6,5
Thio-PEG-Schicht

Tabelle 5-1 mit Hilfe von SPR-Messungen ermittettieichtdicken System Thio-
Polyethylenglycol/ Azid/ Homopolymer Ho5900. Sdidickenangaben zur Monoschicht HO5900
beziehen sich lediglich auf die Dicke der Ho5900rdpolymerschicht. Die Schichtdicken wurden mit
einer konstanten Dielektrizitatskonstante der PEBi&ht von 1,51 [Raviv 2002] berechnet.

Mit Hilfe von SPR-Messungen im Kinetikmodus konm® weiteres Ph&dnomen,
das Quellungsverhalten der auf der Goldoberfladherfen Thio-Polyethylenglycol-

Schichten, beobachtet werden.

12 Basis bildet PEG-Molekill in vollstéandig gestreckt&ustand [Schiller 2001]
13 Schichtdicke der Homopolymerschicht Ho5900 ohnentgtbau® aus Thio-PEG/Azid

[Schiller 2001]
14 Basis bildet vollstandig gestrecktes Homopolymédetid Ho5900 [Schiller 2001]
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Abbildung 5-4 SPR-Kinetik-Messungen zum Quellumgaiten von reinen Thio- PEG Schichten
und Azid-funktionalisierten Thio-PEG Schichten. Quellung einer Thio-PEG Schicht auf
Goldoberflache; Quellung von Azid-funktionalisierter Thio-PEG Sdttic

Abbildung 5-4 zeigt eine Kinetikmessung des Quejiuerhaltens fixierter Thio-
Polyethylenglycolschichten in Pufferlosung im Veigh mit einem Spektrum des
Quellungsverhaltens Azid-funktionalisierter Thio<®Echichten. Deutlich sichtbar
ist die Abnahme der optischen Schichtdicke, diedmifstarke Wasseraufnahme der
Thio-PEG-Schicht zurlickgefuhrt werden kann (Bregsimdex Wasser <
Brechungsindex Polymer). SPR-Messungen der Thio-BEicht in Puffer zeigen
Schichtdicken vor Quellung von etwa 14+3nm. Nactk&onalisierung mit der
photoreaktiven Verbindung Azid finden sich Schietitdn vor Quellung im Bereich
von 2,5£0,5nm. Quellung reiner Thio-PEG-Schichtiénrén zu einer Abnahme der
optischen Schichtdicke von etwa 6-7nm, wahrend Aaiktionalisierte und damit
vernetzte Thio-PEG-Schichten kaum Schichtdickendémdgen wahrend der
Quellung zeigen. Die Anderung bewegt sich im Béreion etwa 0,5nm.

Abbildung 5-5 zeigt die durch SPR im Kinetikmodusrmgtelte
Schichtdickenzunahme bei Vesikelspreitung von Dighgylphosphatidylcholin-
Vesikeln (DiphytPC). Eine Komplettierung der Homgpoer Ho5900 Monoschicht
zur Doppelschicht ergabe einen SchichtdickenzuwdohsBereich von 2,5nm.

GroRRere Werte weisen auf Vesikeladsorption hin.
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Abbildung 5-5 Reflektivitat als Funktion der Zedi kinem konstanten Winkelvon 55.3 Grad
umgerechnet in die Schichtdickenzunahme wahren&pgiesitung von Liposomen aus
Diphytanoylphosphatidylcholin

5.1.2 Kontaktwinkelmessungen

Die Messung des Kontaktwinkels bietet die Mogliahkder Messung von

Oberflachenspannungen. Der  Kontaktwinkel ist ein s#la fur die

Grenzflachenspannung an einem 3-Phasen-System.BBstimmung kann mit
unterschiedlichen Flissigkeitsphasen erfolgen. Waide Flissigkeit auf eine
Festkorperoberflache gebracht, stellt sich zwiscden Kohasionskraften in der
Flissigkeit sowie den Adhasionskraften zwischenssitikeit und Festkorper ein
Gleichgewicht ein. Benetzt die Flissigkeit die Qldehe nicht vollstandig, formt sie
einen Tropfen. Die Form des Tropfens ergibt sich der Wechselwirkung zwischen
der freien Energie des Tropfens und der Oberflache. der Phasengrenze
fest/flussig und gasformig/flissig stellt sich zehen Festkdrperoberflache und
Flussigkeit ein Winkel, der sogenannte Kontaktwinkein.
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Abbildung 5-8Kontaktwinkelbildung an einer Festkdrperoberflachend | stehen fir ,solid*
(Festkoérper) und liquid“ (Flissigkeit); die Symbmls und | beschreiben die
Oberflachenspannungskomponenten der beiden Phdasr§ymbol gibt die
Grenzflachenspannung zwischen den beiden Phasdenviend steht fir den Kontaktwinkel, der
dem Winkel zwischen den Vektorennd ¢ entspricht®

Der Flussigkeitstropfen wird auf die Oberflache desstkoérpers mit Hilfe einer
Nadel aufgebracht. Es gibt verschiedene Messmdglitdn, zum einen kann ein
Kontaktwinkel kann an statischen Tropfen gemessenden. Der Tropfen wird
dabei vor der Messung erzeugt und hat wahrend desstvhg ein konstantes
Volumen. Zum anderen kann ein Kontaktwinkel an mingdynamischen Tropfen
gemessen werden. Der Kontaktwinkel wird gemesseahrend der Tropfen
vergrof3ert oder verkleinert wird; die Grenzflachedwalso wahrend der Messung
standig neu gebildet. Kontaktwinkel, die an wackieenTropfen gemessen werden
bezeichnet man als ,Fortschreitwinkel®, wahrend d&ropfenverkleinerung
gemessene Kontaktwinkel als ,Rickzugswinkel”.

Zur Messung des Fortschreitwinkels verbleibt digit3gnnadel wahrend der
gesamten Messung in Kontakt mit dem Tropfen . Hwopien von etwa 3-51 wird
auf der Festkorperoberflache gebildet und dannsiamgvergro3ert. Dabei wandert

die Grenzflache nach aulRen.

5 URL http://mww.kruss.de/messtechnik/kontaktwinlds.html , 28.11.2005.
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Abbildung 5-7 Messprinzip des Fortschreitwinkéls
Zu Beginn der Messung ist der gemessene Winkel nabhangig vom
Tropfenvolumen, weil der Nadelkontakt Auswirkungaeirf die Tropfenform hat. Der
Fortschreitwinkel simuliert durch immer wieder neBidung der Oberflache den
Kontaktwinkel, der sich direkt nach dem Entstehes &ontaktes von Flussigkeit
und Oberflache einstellt. Die Messung ist daheradiebesten reproduzierbare Art,
Kontaktwinkel zu messen. In der Regel werden déshat Bestimmung der freien
Oberflachenenergie eines Festkorpers Fortschréieligemessen. Bei der Messung
des Ruckzugswinkels wird der Kontaktwinkel wahrededr Verkleinerung des
Tropfens, also wahrend der Entnetzung der Festkdalpeflache gemessen. Mit
Hilfe der Differenz zwischen Fortschreitwinkel urRiickzugswinkel lassen sich

Aussagen uber die Rauigkeit der Festkorperobelaeifen.

18 URL http://mww.kruss.de/messtechnik/kontaktwinlds.html , 28.11.2005.
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Abbildung 5-8 Messung des Riickzugwirtkels
Die bereits beschriebene Anderung der Eigenschaféznuntersuchten Thio-PEG

Schicht vor und nach Funktionalisierung mit Azidsdnvauch bei Betrachtung der

gemessenen Kontaktwinkeldaten deutlich.

Fortschreitwinkel Ruckzugswinkel
(Mittelwert) (Mittelwert)
Thio-PEG Schicht 26,9° £5,8 17,4° 7,1
Azid-funktionalisierte 55,2° £5,0 49,1° +7,8
Thio-PEG Schicht

Tabelle 5-2 Kontaktwinkelmessungen Thio-PEG Sclnchtergleich mit Azid-funktionalisierter
Thio-PEG Schicht

So findet man fur die reinen Thio-Polyethylenghgalichten deutlich hydrophilere
Werte als nach Azid-Funktionalisierung. Fixierte IGFREG-Filme zeigen
Fortschreitwinkel von 26,9° (Mittelwert; Standardatichung: 5,8°) sowie
Ruckzugswinkel von 17,4° (Mittelwert; Standardaloteing 7,1°). Die mit der
photoreaktiven Verbindung Azid funktionalisierte iGHPEG-Oberflache zeigt
Fortschreitwinkel von 55,2° (Mittelwert; Standapgeichung 5,0°) und
Ruckzugswinkel von 49,1° (Mittelwert; Standardabsireing 7,8°).

Die Werte der Kontaktwinkelmessungen erfolgten anurierschiedlichen
Positionen der Probenoberflache.

" URL http://www.kruss.de/messtechnik/kontaktwinlds.html , 28.11.2005.
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5.1.3 Impedanzmessungen

Die Proben werden in einem Messaufbau zur simultakrevendung der SPR und
EIS (Abbildung 2-9). Die neben der SPR verwendetechhik der
Impedanzspektroskopie soll zur Bestimmung der edekemischen Eigenschaften
der untersuchten Schichten, insbesondere der Kapaowie des Widerstandes,
herangezogen werden. Zur Auswertung der erhalteviessungen werden die
erhaltenen Spektren mit entsprechenden Ersatzkdiaéin angefittet [MacDonald
1987].

Der kombinierte SPR/EIS-Messaufbau ermdglicht  dideichzeitige
Bestimmung von optischen und elektrischen Eigerfssiader untersuchten
Schichten  [Lingler  1998] [Schmidt 1998] [Wieder 200 Die
impedanzspektroskopisch ermittelten Messkurven ererdnter Verwendung des
nachfolgenden Ersatzschaltbildes und dem Auswemgeamm Zview® angefittet.
Fur den Elektrolytwiderstand R wird ein konstantégrt von 50Mcm? angenommen.
Dieser beeinflusst die Membraneigenschaften nigtagihem 1996].

Die untersuchten auf der Goldoberflache fixiertdnoTPEG-Schichten zeigen
Kapazitaten in Bereichen von 25+10pFfamd Widerstande von 0,15+0,05Mmz.
Nach Funktionalisierung mit der photoreaktiven \fedong Azid gehen die
Kapazititen der Schichten auf Werte zwischen 1GFi&@f zuriick. Die
Widerstande steigen in den Bereich von 0,5ivh2.

Es wird angenommen, dass die kovalente Bindund\denogruppe des Azids
an die terminale OH-Gruppe des Thio-PEG (Kapitgl3).zu einer Strukturanderung
innerhalb der Polymerschicht fuhrt, die Molekildeoen zu vernetzen (siehe SPR
Daten Kapitel 5.1.1). Die Schicht scheint durch diattgefundene Vernetzung
stabilisiert und ein Eindringen des Puffers schem¥/ergleich zu den reinen Thio-
PEG-Schichten weniger gut moglich (siehe SPR Diatelapitel 5.1.1).

Der LB-Ubertrag des Glykolipopolymers Ho5900 splegieh ebenfalls in den

gemessenen Impedanz-Spektren wieder. Ein Beispigl die elektrischen

18 Fa. Scribner Associates, Inc., Charlottesville AJS8ersion 2.1b
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Eigenschaften des Monolayers wird in Abbildung S5gk2eigt. Abbildung 5-9 zeigt

das verwendete Ersatzschaltbild:

Abbildung 5-9 verwendetes Ersatzschaltbild, andlasexperimentellen Impedanz-Messkurven
angefittet werden. RWiderstand des Elektrolyten;;RWiderstand der Membran; {Kapazitat der
Membran. G, wurde im Rahmen der Untersuchungen der PEG Sahrickls CPE gefittet.

O Thio-PEG Azid Ho5900 Monoschicht
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Abbildung 5-10 Impedanzspektrum des Systems THa/AAd/Ho5900.
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Tabelle 5-3 fasst die Impedanzdaten zusammen:

Kapazitat [uF/crfi Widerstand
[MWemZ]
Thio-PEG 2510 0,15 +£0,05
Thio-PEG, Azid-funktionalisiert 11 +1 0,6 0,1
Thio-PEG/Azid/Homopolyer 11 +2 0,8+0,1
Ho5900 Monolayer

Tabelle 5-3 Impedanz-Mef3daten fir die einzelneicB&En des Systems Thio-
PEG/Azid/Homopolymer Ho5900

5.1.4 Diskussion

Die SPR-Daten belegen den stufenweisen Aufbau dersuchten Schichten. Die
ermittelten Schichtdicken fur die zunachst auf @etdoberflache assemblierte Thio-
PEG-Polymermonoschicht zeigen deutliche Schwankun@gese Tatsache lasst
sich auf die hydrophilen Eigenschaften der PEG4Relmnolekile zurlckfihren

(siehe auch 1.4.2.4). Polyethylenglycole zeigemraund ihrer molekularen Struktur
in wassrigen Medien eine starke Wasseraufnahmd. @Molekile an einem Ende
auf einer Substratoberflache fixiert, so resultiadtie Wasseraufnahme in
Konformationsanderungen der Molekile, die sich wrach in differierenden

Schichtdicken aussern.

Die Konformation von an einem Kettenende fixierleolymeren ist abhangig
von der Anbindungsdichte, den Wechselwirkungen eiweés den Einzelsegmenten,
dem LoOsungsmittel sowie der jeweils beschichtetdrer@che [de Gennes 1988]
[Currie 1999]. Tritt ein PEG-Molekil aus der Logumit einer Oberflache in
Kontakt, so optimiert es seinen Oberflachenkontakth Annahme einer ginstigen
Konformation, meist einer relativ flachen Konforma wie beispielsweise die sog.
pancake Konformation [Alexander 1977]. Voraussefztierfir ist nattrlich ein
ausreichend hohes Molekulargewicht des PEG-Molekiisd damit eine
entsprechend lange Polymerkette. Mit steigendeed@gigsdichte wird die PEG-
Kette durch sterische Wechselwirkungen in anderafétonationen tbergehen; es

kann zur Bildung von burstenférmigen Strukturen @erf Oberflache kommen.
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Ethylenglycol-Filme auf Gold bevorzugen eine hdik#@&nordnung [Pertsin
2000]. Allerdings héngt die Anordnung auch von &erstratoberflache ab. Bei
Verwendung von nicht getempertem, polykristallin€mld kann es durch die relativ
rauhe Goldoberflache zu anderen Konformationen dds helikalen kommen
[Zwahlen 2003]. (Eigenschaften von PEG siehe aumpit€l 1.4.2.4).

Thermisch aufgedampfte Goldfilme sind sehr hetemogafgebaut. Die Idee der
Verwendung eines Polymersystems als Abstandhaleres daher urspringlich den
Einflul3 der Rauhigkeit der Goldoberflache durchatymerkissen zu vermindern.
Fur die Anwendung als Modellmembran ist eine didhéekung des Polymers auf
der Goldoberflache nicht winschenswert, da hiefduter den Membranproteinen
zur Verfugung stehende Submembranraum erhebligesamréankt wirde. Die SPR-
sowie Impedanzdaten des Systems auf Thio-PEG Basgen auf die gewlnschte
lockere Packung des Polymers auf der Goldoberflaghe

Die  Funktionalisierung der  Thio-PEG-Polymerobetfiac mit  der
photoreaktiven Verbindung Azid flhrt anschliessendeiner deutlichen Abnahme
der mittels SPR bestimmten optischen Schichtdickgieses Ergebnis lasst sich
durch offenbar stattgefundene Vernetzungsprozesserhalb der Polymerschicht
erklaren, durch die es zu Anderungen der Dielekitgkonstante kommt.

Durchgefuihrte SPR Kinetikmessungen in Pufferloszgigen dann ein deutlich
unterschiedliches Quellungsverhalten der reinero-FitG-Schichten im Vergleich
zu den Azid-funktionalisierten Thio-PEG-Schicht&he unfunktionalisierten Thio-
PEG-Polymerschichten zeigen eine starke Wassetamimalm Gegensatz dazu
zeigen sich nach Funktionalisierung mit Azid nurnimale Anderungen der
Schichtdicke in Pufferldsung. Die Reaktion zwisch&nid und der Thio-PEG-
Schicht veréndert offensichtlich die Eigenschafles Thio-PEG-Polymerfilmes und
beeinflusst die Moglichkeit der Wasseraufnahme.

Auch durch Kontaktwinkelmessungen lasst sich dietenschiedliche
Oberflachenstruktur der Thio-PEG-Filme bzw. der dAzinktionalisierten Thio-
PEG-Filme verfolgen. Thio-Polymerfilme sind deutlichydrophiler als Azid-
funktionalisierte Polymerfilme.

Die verédnderten Eigenschaften der Thio-PEG-Polyilmesf nach

Funktionalisierung mit Azid fanden sich auch bei rdhgefihrten
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Neutronenstreuungsexperimenten in Los Alamos. Diegeerimente zeigten fur die
Azid-funktionalisierte Thio-PEG-Schicht in Wasserg#atmosphéare eine eine
deutlich geringere Quellungsneigung und stimmen mdén am MPI-P
durchgefihrten SPR-Messungen bezuglich gemesseadeich&licken sehr gut
uberein.

Die kovalente Fixierung der mit Hilfe der Langm#éiledgett Technik
Ubertragenen Homopolymer Ho5900-Monoschicht auf Aeid-funktionalisierten
Thio-PEG-Schichten ist moglich, jedoch ist ein zhisngeschalteter
Trocknungsschritt erforderlich. Die Trocknung derhiBhten ist notwendig, da in
den Schichten enthaltenes Wasser offenbar zu &ioekurrenzreaktion fuhrt. Das
durch UV-Licht aktivierte Azid bzw. dessen Azidokiion reagiert bei Anwesenheit
von Wasser zum Hydroxylamin. Damit kann die fur dievalente Fixierung
notwendige Reaktion der Azidogruppe mit der Hydigsyppe einer der terminalen
Glucoseeinheiten des vororientierten Homopolymen$5390 nicht stattfinden. Der
zwischengeschaltete Trocknungsschritt reduziert watrend dem LB-Transfer
eingedrungene Wasser offenbar auf ein Maf3, dadmbéndung des Homopolymers
Ho5900 ermdglicht. Werden ungetrocknete Filme vexes, findet die kovalente
Anbindung des Homopolymers Ho5900 nicht statt.

Impedanzmessungen der untersuchten Schichten zéigedie Thio-PEG-
Schichten hohe Kapazitatswerte bei niedrigen Widaden (Tabelle 5-3). Diese
Daten deuten auf einen hohen Wassergehalt derchettan Schichten hin. Die
Funktionalisierung der Thio-PEG-Monoschicht mit giérotoreaktiven Verbindung
Azid senkt die Werte fiur die Kapazitat und erhoéh dviderstand. Dieses Ergebnis
deutet, ebenso wie die SPR-Untersuchungen, aufnderédngen innerhalb Thio-
PEG-Polymerschicht durch die Funktionalisierung hin

Nach Ubertrag des Homopolymer-Monolayers sinkt #igpazitat erneut
wahrend der Widerstand weiter ansteigt. Auch digdglessergebnis belegt den
Aufbau der Schicht auf der Goldoberflache.

Aufgrund der Eigenschaften des Gesamtsystems,imkespéatere Verwendung
als Modellmembran ausschliessen, wurde auf eineawpa Untersuchung
insbesondere des Phanomens der Wasseraufnahmee isctichten verzichtet.

Optimierungsversuche zeigten keine signifikante éxadg der Messdaten. Es muf
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daher festgestellt werden, dass bei einer weitdf@nvendung des Systems eine
systematische Untersuchung mit kontrollierten lenftthten zu unternehmen waére.
Dies ist jedoch schwierig, da bei der Praparatidgiree durch die verwendete LB-
Technik trotz anschlieRender TrocknungsschritteEg@mdringen von Wasser in die
praparierten Schichten nicht ausgeschlossen wéalam

Die durchgefuhrten Versuche auf Basis der Thio-FEGamerfilme haben
gezeigt, dass eine vorhersagbare und von A&usseirdiisEen unabhangigere
Anordnung des Abstandhalters auf der Goldoberflaubtevenig ist. So wurden fir

die weiteren Versuche Schichten aus AlkanthiolsmAdistandhalter gewabhilt.

5.2 System binare Thiolmischung/Benzophenon/Copeiy@20

Abbildung 5-11 System binare Thiolmischung/Benzog€opolymer Co20 auf Gold: a)
Thiolmischung aus 1-Thiohexanol und Bis-(Aminodghtietisulfid b)Copolymerschicht n=1; m=8 c)

Schicht aus ausgerollten Lipidvesikeln

Auf der thermisch aufgedampften Goldschicht wirdh&thst eine Mischung aus 1-
Thiohexanol und Bis-(Aminododecyl)-disulfid (bin&féiolmischung) assembliert.

Grinde fur die Verwendung der binaren Thiolmischuverden in 4.1.1 genannt.
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Durch Funktionalisierung der Thioloberflache mit gdotoreaktiven Verbindung 4-
Benzoylbenzoesaurechlorid (Benzophenon) wird die erixhe fur die
photochemische Anbindung des Copolymers N,N-Diaatgihcrylamid/D-
Glucopyranose-2-acrylat (Co20) vorbereitet. Diesstzt sich zusammen aus
Dioctadecylamin (DODA)-funktionalisierten Acrylamkinheiten und Glucose-
funktionalisierten Acrylat-Einheiten. Aufgrund semamphiphilen Struktur Iasst sich
das an der Wasser-Luft-Grenzflache vororientiertedach Bildung einer
Monoschicht wird das Copolymer Co20 durch LangnBlodgett Transfer auf die
praparierten Trager Ubertragen, getrocknet undhdie8end durch Bestrahlung mit
UV-Licht auf der Substratoberflache fixiert. Die @ymermonoschicht wird durch
Vesikelfusionstechnik mit Diphytanylphosphatidyltihgesikeln zur Doppelschicht

komplettiert.

5.2.1 SPR Messungen

Abbildung 5-12 und Abbildung 5-13 zeigen den schtigisen Aufbau des
untersuchten Systems auf der Goldoberflache. DiesdWebung der Minima der
Resonanzwinkel der Messkurven zeigen die jeweflsigte Schichtdickendnderung
an. Zunéchst kann die Fixierung des binaren Thinigehes auf der aufgedampften
Goldoberflache beobachtet werden. Die nachfolgerdektionalisierung mit der
photoreaktiven Verbindung kann ebenso wie die dieftdnde kovalente Fixierung

der vororientierten Copolymer Co20-Monoschicht natlzogen werden.
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B Goldreferenz
B Thiolmischung
1,0- Thiolmischung funktionalisiert mit Benzophenon
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Reflektivitat [%]

0,24

0,04

40 45 50 55 60 65 70
Resonanzwinkel g

Abbildung 5-12 SPR Daten fiir schichtweisen Aufbafl thermisch aufgedampfter Goldschicht
( Goldreferenz). Die Fixierung der binare Thiolmiscly ( Thiolmischung) auf der aufgedampten
Goldschicht ruft eine Verschiebung des Resonanaelgndntlang der x-Achse zu gréReren Werten
hervor; ebenso die nachfolgend vorgenommene Furdltsierung der binaren Thiolmischung mit
Benzophenon (Thiolmischung funktionalisiert mit Benzophenon)rddegehoben dargestellt sind die
Minima der jeweiligen Messkurven sowie deren jageilVerschiebung des Resonanzwinkels zu

gréRBeren Werten. Die durchgezogenen Linien stellemyefitteten Daten dar.
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Thiolgemisch funktionalisiert mit Benzophenon
®  Copolymer Monoschicht
1,0 ®  Doppelschicht
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Abbildung 5-13 SPR Daten fir weitergehenden schigben Aufbau. Zunadchst die
Resonanzkurve der mittels Benzophenon funktioedési bindren Thiolmischung auf der
Goldoberflache (Thiolgemisch funktionalisiert mit Benzophenon). Beschlielend vorgenommene
Langmuir-Blodgett Ubertrag des Copolymers bzw.ngieh Trocknung und Bestrahlung stattfindende
Photoreaktion fiihrt zur Anbindung der Copolymer-Mschicht ( Monoschicht). Diese ruft wieder
eine Verschiebung des Resonanzwinkels zu grolReesteauf der x-Achse hervor. AbschlieRend
kann die Komplettierung zur DoppelschichDpppelschicht) mit Hilfe der Vesikelspreitungstakhn
mit Diphytanylphosphatidylcholin-Vesikeln durch esierneute Verschiebung des Minimums der
Reflexionskurve gezeigt werden. Hervorgehoben sinedderum die Minima der jeweiligen

Messkurven sowie deren jeweilige Verschiebung dserinzwinkels zu grolieren Werten.

Um die Copolymer-Monoschicht zur Doppelschicht zomiplettieren, wird eine

Suspension von Liposomen aus Diphytanylphosphatidyin auf die Oberflache

gebracht. Die Fusion der Vesikel wird mit SPR-Megmn im Kinetik-Modus

verfolgt. Die Messung ist beendet, wenn die Messkwginen stationaren Zustand
erreicht. Es kommt dann zu keiner weiteren Zunaldee Reflektivitat. Durch

Messung einer Reflexionskurve wird die Verschiebudgs Resonanzwinkels
bestimmt und durch Simulation auf der Basis derskeé Gleichungen unter
Verwendung des Brechungsindexes n=1,5 in eineah@iSchichtdicke umgerechnet
[Ulman 1981].
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optische Schichtdicke [nm]

Zeit [h]

Abbildung 5-14 SPR-Messung im Kinetik-Modus wahagrdvesikelfusion mit

Diphytanylphosphatidylcholin-Vesikeln

Tabelle 5-4 fasst gemessene und berechnete Sdbldmndzusammen:

Schichtdicke [nm]

Schichtdicke [nm]

gemessen berechnet®
Binére Thiolmischung 2,7£0,2 2,5
Benzophenon-funktionalisierte binare 3,2+0,1 3
Thiolmischung
Copolymer Monolayer auf 9,3+1,0 6°°
funktionalisierter binérer Thiolmischun
Bilayer nach Vesikelspreitung 13,0+1,5 8,5

Tabelle 5-4 SPR-Messergebnisse System binare Tisiblumg/ Benzophenon/ Co20 (gemessene

und berechnete Werte). Die Werte beziehen sicHiautesamtschichtdicke des Systems, also die

Summe der einzelnen Schichtdicken.

Die experimentell ermittelten Schichtdicken werdert den Dimensionen der

Molektle, die durch Molecular Modeling mit Hilfe i®rogramms CS Chem 3D Pro

erhalten werden, verglichen [Schiller 2001]. Diedotinete Schichtdicke der binaren

9 [Schiller 2001]

? Basis der Berechnung bildet Copolymer Co20-Moléfkiilollstandig gestrecktem Zustand
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Thiolmischung nach Assemblierung auf der GoldoBelfe betragt etwa 2,7nm; die
gemessenen Schichtdicken stimmen mit dem thednetiséVert nahezu Uberein.
Dieses Ergebnis zeigt eine dichte Belegung der @hadlache mit der binaren
Thiolmischung an, eine wichtige Voraussetzung fiiie dnachfolgende
Funktionalisierung mit der photoreaktiven VerbinduiDie Funktionalisierung der
Oberflache mit Benzophenon erhdht die Schichtdickeetwa 0,5nm; auch dieses
Ergebnis zeigt gute Ubereinstimmung mit den thésokén Werten. Das
vororientierte und anschlieBend photochemisch lemtaangebundene Copolymer
Co20 weist in gestrecktem Zustand eine Lange vesa 8nm auf. Hier zeigen sich
erste Abweichungen der gemessenen von den bereochi&sthichtdicken. Diese
lassen sich durch den Aufbau des untersuchten Qoo erklaren (5.2.3).

Die photochemische Anbindung des vororientierterpdBoners Co20 auf der
Goldoberflache konnte damit erfolgreich nachgeweserden. Das Phanomen des
Forsterschen strahlungslosen Energietransfers4jlifehinderte die Fixierung des

Glykolipopolymers auf der funktionalisierten Golawfiéache nicht.

5.2.2 Impedanzspektroskopie Messungen

Abbildung 5-15 zeigt das frequenzreduzierte Admitgpektrum des Systems binére
Thiolmischung/Benzophenon/Copolymer Co20. Das Impedpektrum weist zwei
Zeitkonstanten und damit zwei Kapaziaten auf. Dask8um wurde daher mit dem
Ersatzschaltbild aus Abbildung 5-16 mit zwei RCe@krn angepasst. Das erste RC-
Glied gibt die Kapazitat & und den Widerstand ;Rder Membran wieder. Das
zweite RC-Glied beinhaltet mit der Kapazitat Gnd dem Widerstand (Rdie
entsprechenden Werte des spacers, hier des Padyimees Glykolipopolymers.
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Abbildung 5-15 Frequenzreduziertes  Admittanzspektru des  Systems  binére
Thiolmischung/Benzophenon/Copolymer Co020 auf GdBkzeigt wird das Spektrum des
Monolayers() sowie die zugehorige Anpassung (fit)

Abbildung 5-16 verwendetes Ersatzschaltbild firegge Messungen am System binédre Thiol-
Mischung/ Benzophenon/ Copolymer Co20WRlerstand des Elektrolyten;,&apazitat der
Membran; R, Widerstand der Membran;CKapazitat des spacers (hier Polymerteil des
Lipopolymers); B, Widerstand des spacers (hier Polymerteil des Lapyapers)

Die Kapazitat der Copolymer-Monoschicht liegt m8uE/cnf deutlich tiber
der von Thiolipidmonoschichten von 1uFfcnDie untersuchte Vesikelspreitung
bzw. die Doppelschicht vergroRerte die gemesseragraktatswerte noch erheblich,

was auf Vesikeladsorption auf dem unvollstandiggmdmonolayer schliel3en lasst.
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Tabelle 5-5 fasst die gemessenen Impedanzdatemmesa

Kapazitat Widerstand R [M
Cm[IJF/CmZ] sz]
Binare Thiolmischung 2,0x0,1 1,4 +0,5
binare Thiolmischung/ 18+ 7 0,04+ 0,01
Benzophenon/Copolymer Co20-
Monoschicht
Doppelschicht nach Vesikelfusior 35+ 5 0,014+ 0,003

Tabelle 5-5 Ergebnisse der Imepdanzmessungen Sgstéra Thiolmischung
I/Benzophenon/Copolymer Co20; die Werte stelletelierte aus Einzelmessungen mit

entsprechenden Standardabweichungen dar.

5.2.3 Diskussion

Die durchgefiihrten SPR-Messungen belegen den nstefeen Aufbau der
Schichten auf der Goldoberflache. SPR Messungen kieéren Alkanthiol-
Abstandhalterschicht zeigen wie erwartet im Unteiest zu den zuvor untersuchten
Thio-PEG-Polymerschichten ~ konstante  SchichtdickenDie  verwendete
Thiolmischung verhalt sich also analog bisher wguehter Alkanthiolschichten auf
Gold. Auch diese zeigten gut reproduzierbare Sdtlicken auf der
Metalloberflache [Finklea 1996].

Bereits Ende der Achziger Jahre des letzten Jabdrtswuntersuchte Nuzzo die
Anordung sowohl von Thiolen als auch von Disulfidewf polykristallinen
Goldoberflachen [Nuzzo 1987][Bain 1989] [Nuzzo 1P9®ie durchgefihrten
Untersuchungen zeigen die dicht gepackte, kris@llbtruktur der assemblierten
Verbindungen auf der Goldoberflache. Nuzzo fanceriieigungswinkel von 34°
bei einer Rotation um die Kettenachse von etwa %5he Variation in den
funktionellen Endgruppen der untersuchten Molelddkeint nur geringen Einfluss
auf die Filmstruktur im Bereich der Kohlenwassdifgiiten auszuiuben [Nuzzo
1990]. Die Assemblierung von Disulfidmolekilen a@oldoberflachen findet
wahrscheinlich durch Dissoziation der schwachen Bifslung und Chemisorption
der gebildeten Thiolaten statt [Lavrich 1998].
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Impedanzmessungen der auf der aufgedampften Goftiathee assemblierten
bindren Thiol-Mischung zeigen niedrige Kapazitateid hohe Widerstéande. Sie auf
eine dichte Packung der Thiol-Molekile schliess€ne gemessenen Werte liegen
im Bereich der Alkanthiole der Kettenlange ¢ JFinklea 1996]. Die
Funktionalisierung der Thiol-Oberflaiche mit der pireaktiven Verbindung
Benzophenon veréndert die elektrischen Eigensahafes Schicht drastisch. Die
Literatur bietet keinerlei Anhaltspunkt fir diesB®anomen. Denkbar ware eine
Stoérung innerhalb der urspringlich dicht gepack#sikanketten der binaren Thiol-
Mischung. Obwohl die ,Aufweitung” der dicht gepaekt Alkanthiolschicht im
Hinblick auf die weitere Verwendung der beschriedyen Systeme als
Modellmembranen erwinscht ist, Uberwiegen jedochke dWachteile von
Benzophenon als photoreaktive Verbindung (siehé &apitel 1.5.2). So wurde auf
die weitere Verwendung von Benzophenon verzichtend u weitere
Funktionalisierungen statt dessen mit der photdireak Verbindung 5-Azido-2-
Nitrobenzoesaurechlorid (Azid) durchgefiuhrt.

Fur die photochemisch kovalent gebundene Copoly@u0-Schicht auf der
Oberflache weichen die mittels SPR gemessenen [8ditken von den theoretisch
berechneten Werten nach oben hin ab [Schiller 20DiHse Abweichungen lassen
sich durch die Struktur des untersuchten Copolyrokiils erklaren. Betrachtet
man die Orientierung des Molekiils an der Wasset-Guénzflache werden die

Auswirkungen des molekularen Aufbaus des Copolyrmes®nders deutlich.
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Abbildung 5-17 schematische Anordnung des Copolyraerder Wasser-Luft Grenzflache (
Lipidanteil des Molekils; Kohlenhydrat-Anteil des Molekiils)

Abbildung 5-17 zeigt schematisch die Anordnung @epolymer-Moleklls an der
Wasser-Luft Grenzflache. Aufgrund der amphiphilégelaschaften ordnen sich die
hydrophoben Lipidanteile an der Wasseroberflache vahrend die hydrophilen
Zucker-Bausteine sich in die wassrige Subphaseateien. Das Molverhaltnis der
beiden Komponenten, das bei 1 zu etwa 4 (Lipid: kBdc liegt, resultiert in
schlaufenférmigen Glucose-Acrylat-Ketten in der svigen Subphase. Bei
Kompression der Schicht erschweren diese eineali@atkung der Lipidketten. Die
Packung der Lipidketten beeinflusst die Eigensemafier Monoschicht nach dem
Langmuir-Blodgett-Ubertrag auf die Substrate. Didttets SPR bestimmten
Schichtdicken weisen also auf im Bereich der Lipialigruppen nicht dicht gepackte
Schichten des untersuchten Copolymer-Molekils dieses Ergebnis untermauern
auch die gemessenen Impedanzdaten. Die IS-Datengereeiniedrige
Widerstandswerte. Das Vorliegen einer zweiten 2eitante und damit einer

zweiten Kapazitat ist ebenfalls ein Hinweis fur hiekere Packung der Monoschicht
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im Bereich der Lipidketten. Die Widerstande dergastellten Schichten erreichen
ebenso in keinem Fall die durch die Thiolipide \eygbenen Standards, wiederum
ein Hinweis auf die nicht dicht gepackten Schich@ie durch die lockere Packung
der Lipidkopfgruppen resultierende unregelméRige erchenstruktur der
Polymermonoschicht beeintrachtigt naturgemald auetrend Komplettierung zur
Doppelschicht mit Hilfe der VesikelfusionstechnilDie nach Vesikelfusion
gefundenen Schichtdicken des betrachteten Systeigsrzdeutlich h6here Werte als
zur Komplettierung der Doppelschicht notwendig. HBemmt also zur
Vesikeladsorption.

Aufgrund der aufgezeigten Eigenschaften der Copefgmsowie den auf
Copolymers Co020 basierenden Schichten, wurde aaif whitere Untersuchung
desselben zugunsten der aussichtsreicheren Honmopwholekille Ho5900 sowie
Ho9000 verzichtet.

5.3 System binare Thiol-Mischung/Azid/Homopolymer3900

b
Cn T
mem%mzz

H

Abbildung 5-18 System binare Thiolmischung/Azid/blomlymer Ho5900 auf Gold: a) binéare
Thiolmischung b) Homopolymer Ho5900-Monoschicht Ligidschicht aus ausgerollten Vesikeln
(komplettiert die Homopolymer-Monoschicht zur Ddpgpleicht).

Auf der thermisch aufgedampften Goldschicht wir@édgrum eine Mischung aus 1-
Thiohexanol und Bis-(Aminododecyl)-disulfid (bin&féiolmischung) assembliert.
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Durch Funktionalisierung der Oberflache mit der toheaktiven Verbindung 5-
Azido-2-Nitrobenzoesaurechlorid (Azid) wird die $dit fur die photochemische
Anbindung des Homopolymers Ho05900 vorbereitet. as der Wasser-Luft
Grenzflache vororientierte Homopolymer wird durcangmuir-Blodgett-Transfer
auf die praparierten Trager Ubertragen, getrocknetl anschlieend durch
Bestrahlung mit UV-Licht angebunden. Die Polymerwsohicht wird durch
Vesikelfusion mit Diphytanylphosphatidylcholinveslh  zur Doppelschicht

komplettiert.

5.3.1 SPR Messungen

Die Plasmonenmessungen der assemblierten binaiefikSdhicht aus Thiohexanol
und Bis-(Aminododecyl)-disulfid zeigen vergleichbdtrgebnisse wie die der Thiol-
Schichten aus den bereits genannten Systemen. &meesgenen Schichtdicken
liegen im Bereich von etwa 2,5+0,5nm. Die Funktl@@rung der Thioloberflache
mit  5-Azido-2-Nitrobenzoeséaurechlorid (Azid) alshgboreaktive Verbindung
verursacht einen Schichtdickenzuwachs von etwa n@,5Die photochemisch
kovalente Anbindung des Homopolymers Ho5900 auf 8ehichten ist ebenfalls
durch SPR Messungen zu belegen.

Abbildung 5-19 zeigt Plasmonenspektren des schmibgm Aufbaus des
Systems. Die gezeigten Messungen untermauern siimals gezeigte erfolgreiche

photochemische Fixierung des Homopolymers auf dédéberflache.
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®  Goldreferenz
B hin&re Thiolmischung (bM)
0,9+ bM funktionalisiert mit Azid
1 ®  bM Azid Homopolymer Ho5900-Monoschicht
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Abbildung 5-19 SPR Messungen des schichtweisenadaifbeginnend mit der Goldreferenz
( Goldreferenz), der auf der Goldoberfliche assemtelie bindren Thiolmischung binare
Thiolmischung), sowie der anschlieBenden Funktisieng der Thiol-Oberflache mit der
photoreaktiven Verbindung Azid Kindre Thiolmischung funktionalisiert mit Azid). &zt blau
dargestellt die angebundene Homopolymer Ho5900 Mdmoht (bM Azid mit angebundenem

Homopolymer Ho5900). Hervorgehoben dargestellt siidMinima der jeweiligen Resonanzkurven.

Tabelle 5-6 vergleicht die Messdaten der durch rteenmessungen ermittelten

Gesamtschichtdicken mit den theoretisch berechnd&femnen.
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Schichtdicke [nm] Schichtdicke [nm]
gemessen berechnet*
Bin&re Thiolmischung 2,7+0,2 2,5
Azid-funktionalisierte 3,210,1 3,0
bin&re Thiolmischung
Homopolymer 8,2+1,5 8,%*
Monolayer auf Azid-
funktionalisierter
bin&rer Thiolmischung
Bilayer nach 10,72 10,7
Vesikelspreitung

Tabelle 5-6 SPR-Messergebnisse System binare Tidablumg/Azid/Homopolymer Ho5900. Die
angegebenen Schichtdicken sind Gesamtschichtdiakemdie Summe der Einzelschichtdicken.

Die nach Aufbau der Polymer-Monoschicht vorgenomenieasion von Vesikeln zur
Doppelschicht ergibt Werte im Bereich der fiur elnpidmonoschicht typischen
2,5nm (Abbildung 5-20). Abweichungen bewegen si@r hach oben im Bereich
von 1nm. Dies deutet darauf hin, dass es nichtcalissslich zur Ausbildung einer

Lipiddoppelschicht kommt, sondern teilweise auch&dsorption ganzer Vesikel.

2L [Schiller 2001]
%2 Basis bildet Homopolymer Ho5900-Molekiil in vollstig gestrecktem Zustand
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Abbildung 5-20 SPR Messung im Kinetikmodus fur 8hichtdickenzunahme bei der

Vesikelfusion auf der Homopolymer Ho5900 Monoschich

Weitere Aussagen uber die Belegung bzw. AusbilddegLipiddoppelschicht
kénnen mit im folgenden Kapitel beschriebenen Ingmednessungen getroffen

werden.

5.3.2 Impedanzmessungen

Abbildung 5-21 zeigt die frequenzreduzierten Adaritspektren des
Polymermonolayers sowie der nach Vesikelfusion legshan Doppelschicht. Die
Schicht der zunachst auf der aufgedampften Goldléobe assemblierten binéren
Thiol-Mischung weist Kapazitaten von etwa 1,5-2,@m# auf (in Abbildung 5-21
nicht gezeigt). Diese liegen etwas Uber dem Berdahreinen Alkanthiole, fir die
Kapazitaten von etwa 1+0,3uF/Zmgemessen werden [Steinem 1996][Finklea
1996][Wiegand 2002].
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Abbildung 5-21: Die Abbildung zeigt die frequenzradrte Admittanz Y/. Aufgetragen sind die

Spektren

der auf den Goldtragern photochemischalkot angebundenen Homopolymer-

Monoschicht (Ho5900, Monolayer), sowie der durclsiki@fusion erzeugten Doppelschicht (bilayer).

BM= bindre Thiol-Mischung; Azid= photoreaktive Koonente; Ho5900= Homopolymer Ho5900.

Die Messungen sind jeweils als Symbol aufgetragienzugehdrigen Anpassungen als Linien. [ 2001-

1009 (821 monolayer/ 837 bilayer)]
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Abbildung 5-22 Impedanzspektrum der Bode-Darstglzum System binére Thiolmischung/
Azid/ Homopolymer Ho5900. Aus der Darstellung werdie Systemwiderstdnde der Homopolymer
Ho5900-Monoschicht sowie der Doppelschicht nachidruder Lipidvesikel erhalten.
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Abbildung 5-23 Ersatzschaltbild, an das die experitellen Impedanzmesskurven angefittet
werden [Wiegand 2002][Steinem 1996] &eht fur den Widerstand des Elektrolytep;f& den der
Membran. G, stellt die Kapazitat der Membran dar und wurde @RE gefittet

Nach Funktionalisierung der Thiol-Oberflache m#nd photoreaktiven Molekdl
Azid zeigen die Schichten Kapazitaten im Bereicim ¥o10pF/cri. Diese Werte
liegen deutlich unter den fir Benzophenon gefundeapazitatswerten (Kapitel
5.2.2), dennoch weisen sie auf eine Storung ddrt djepackten Thiolschicht durch
die stattfindende Reaktion mit Azid hin. Auch dieid&fstandswerte nach
Funktionalisierung der binaren Thiolschicht weiseri Stérungen im Schichtaufbau
hin. Sie kdnnen aus der Bode-Darstellung in Abbigl®-22 bestimmt werden und
liegen in Bereichen von 0,05-0,4M Die Literatur bietet keinerlei Anhaltspunkte fur
maogliche Ursachen dieses beobachteten Phanomens.

Nach Langmuir-Blodgett Ubertrag des Homopolymers 5808 werden
Kapazitatswerte von 2,1uF/érbei Widerstanden von 11Wem?2 gemessen. Diese
Messdaten zeigen die dichte Packung des Homopatyn&s5900 auf der
Substratoberflache insbesondere im Bereich dedkgiten. Theoretisch musste eine
Lipidmonoschicht einer Alkankettenlange von 12 £Hinheiten eine Kapazitat von
etwa 1uF/ crh aufweisen, die durch Ausbildung der Lipiddoppeiseh auf
~0,5uF/cm abnimmt. Die Abnahme der Kapazitat nach Vesik@fusmit 1,2-
Diphytanoyl-sn-Glycero-Phosphatidylcholin-Vesikelon 2,1pF/crf auf 1,7uF/crh
weist daher deutlich auf die Ausbildung einer Lgw@pelschicht hin. Nach

Vesikelfusion werden Widerstande vond88MWtm?2 gemessen.
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Tabelle 5-7 fasst die Impedanzdaten des Systenasrunen:

Kapazitat G[uF/cnf] Widerstand R,
[ cm?]
Binare Thiolmischung 2,0x0,1 1,4 £0,5
Binare Thiolmischung/ Azid 7%3 0,2+0,15
binére Thiolmischung/ 2,1+ 0,2 11+2
Azid/Homopolymer Ho5900-
Monoschicht
Doppelschicht nach Vesikelfusion 1,7£ 0,2 1188

Tabelle 5-7 Impedanzspektroskopische Daten desrBy®inéare
Thiolmischung/Azid/Homopolymer Ho5900

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die gedldeHomopolymer-
Monoschichten auf den Goldoberflaichen im Vergleichmit anderen
polymergestitzten Systemen wesentlich verbessel&trische Eigenschaften
aufweisen. Sie sind in der Lage durch Vesikelfusibipiddoppelschichten
auszubilden, deren elektrische Eigenschaften ddeeiblack lipid membranes sehr

nahe kommen.

5.3.3 FRAP Messungen

Mit Hilfe von fluoreszenzmikroskopischen Untersuoban sollen Aussagen zur
Fluiditat der untersuchten Schichten gemacht werddder verwendete
Fluoreszenzmarker  N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazgl)4l,2-dihexadecanoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamin, Triethylammoniumg@NBD-PE) wird in 1mol%

Verdinnung, bezogen auf das verwendete Lipid Dp@yeingesetzt. Die ersten
beiden Abbildungen (Abbildung 5-24Abbildung 5-25¢igen die Schicht nach
Fusion von lipidhaltigen fluoreszenzgelabelten ¥Yeki. Abbildung 5-24 zeigt die
Schicht nach Bleichen durch den Laserblitz. Der skamt erhalten gebliebene
Bleichfleck (Durchmesser etwa 4um) weist darauf, kiass die Lipidschicht keine
Fluiditat aufweist.
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Abbildung 5-24 FRAP-Aufnahme des Systems bind@mischung/Azid/Homopolymer Ho5900
nach Vesikelfusion mit DiphytPC-Vesikeln (Fluorezmearker N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-

yI)-1,2-dihexadecanorglycero-3-phosphoethanolamin, triethylammoniumg§sBD-PE).

Abbildung 5-25 zeigt die Erholung der Fluoreszetensitat nach Bleichen der

Schicht durch den Argon-Laser. Es kommt zu keinmeoking der Intensitat.
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Abbildung 5-25 Erholung der Intensitat der Fluoreisz des Bleichflecks nach Bleichung der
Schicht durch den Laserblitz.

Nach dem Versuch der Fusion von lipidhaltigen faszenzgelabelten Vesikeln

wurde das Lipids mit Hilfe der Langmuir-Schéafer ek Gbertragen. Bei diesen
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Versuchen wird nach Bleichung der Schicht durchlozser eine deutliche Erholung
der Fluoreszenz gemessen. Abbildung 5-26 zeigS&dtecht nach Bleichung durch
den Laser. Der Bleichfleck ist bei dieser Aufnahmeht mehr erkennbar; die

Lipidmolektle sind also auf der Polymeroberflacleg/bglich.

Abbildung 5-26 FRAP-Aufnahme des Systems binammischung/Azid/Homopolymer Ho5900
nach Langmuir-Schéfer-Trasfer von DiphytPC (FluaerszmarkeiN-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-
4-yl)-1,2-dihexadecanorglycero-3-phosphoethanolamin, triethylammoniumgalBD-PE). Nach
erfolgter Bleichung durch den Laser erkennt maméeiBleichfleck. Es kommt zur Erholung der

Fluoreszenz.

Abbildung 5-27 zeigt die zu Abbildung 5-26 zugelgérMesskurve der Erholung der
Fluoreszenzintensitat. Aus ihr lasst sich der Bitfuskoeffizient D bestimmen. Der
Diffusionskoeffizient D betréagt hier D=8} fs.
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Abbildung 5-27 Erholung der Intensitat der Fluoresz nach Bleichung der Schicht durch den
Laserblitz.

5.3.4 Diskussion

SPR-Messungen belegen die photochemisch kovalentebindung des
Homopolymers Ho5900 auf der Azid-funktionalisertdminaren Alkanthiol-
Oberflache. Die gemessenen Schichtdicken sind iistiremend mit
durchgefihrten molecular modeling Berechnungeni[lect?2001]. Dieses Ergebnis
belegt die angenommene unterschiedliche Anordnuag lomopolymere im
Vergleich mit den Copolymeren an der Wasser-Lufer@flache. Die lipophile
Kopfgruppe der Homopolymere wird von DODA gebild8te orientiert sich vom
Wasser weg, wahrend sich das hydrophile Acrylayelriickgrat mit den ungefahr
22 Glucoseeinheiten in die wassrige Subphase a@rentDer Aufbau der
Homopolymere weist im Unterschied zu den Copolyméseine schlaufenformigen
Strukturen in der Subphase auf, die eine Komprasder Monoschicht auf dem

Langmuir-Blodgett Trog erschweren.
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Abbildung 5-28 schematische Darstellung der Anordnaer Homopolymer-Molekile an der
Wasser-Luft Grenzflache (Lipidanteil des Molekiils; Kohlenhydrat-Anteil des Molekiils)

Abbildung 5-28 verdeutlicht schematisch die Anomigpuder Homopolymer-
Molekule an der Wasser-Luft-Grenzflache. Wird di@rdschicht komprimiert, ist
eine dichte Packung im Bereich der Lipidketten) @nzunehmen.
Impedanzmessungen zeigen Schichten mit Kapazitéer 2pF/crh fur die
komplettierte Doppelschicht. Damit erreichen sieri&edie durchaus im Bereich der
Werte fur Schwarzfilmmembranen liegen. Vor alleneralveisen die Verminderung
der Kapazitdt und die Erhohung des Widerstandeschdutie Fusion von
Lipidvesikeln auf der Monoschicht auf die Ausbildueiner Lipiddoppelschicht hin.
Der Vergleich mit Literaturangaben untersuchter aiithiolschichten zeigt, dass
diese Kapazititen im Bereich von 1pFfcniir die Monoschicht, sowie
0,5+0,1pF/crh  fur die Lipiddoppelschicht aufweisen [Steinem 1996
Alkanthiolschichten gelten als Standard, sie bildait gepackte Schichten auf der
Goldoberflache, eine Vesikelfusion findet aufgrundier hydrophoben

Thioloberflache sehr leicht statt.
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Fluoreszenzmessungen nach Photobleichung (FRAP3uvigen des Systems zeigen
homogene Schichten, die nach Fusion von lipidhadtigluoreszenzgelabelten
Vesikeln keine Fluiditat aufweisen. Die fehlendaiéitat zeigt eine dichte Belegung
der Substratoberflache mit verankerten Glykolipgpwr-Molekulen. Durch die
dichte Belegung ist eine Beweglichkeit der Molekiileht zu erwarten, die
hergestellten Schichten stellen jedoch eine sddidsis fur weitere Untersuchungen
dar. Betrachtet man hingegen Schichten, deren Kettigrung zur Doppelschicht
mit Hilfe der Langmuir-Schafer Technik erfolgte, geigen diese eine deutliche
Erholung der Fluoreszenz nach Bleichung der Schaimch den Laser. Der
Diffusionskoeffizient D betragt in diesem Falle Qe8/s. Dieser Wert halt
durchaus einem Vergleich mit Literaturwerten derufge Naumann und
Mitarbeitern stand. Diese ermittelten DiffusionsKizéenten von 0,9+0,1uffs in
gemischten Phospholipid-Lipopolymer-Schichten. Bisstzten sich zusammen aus
einer Mischungen von 1,2-Dimyristoyl-3-glycero-ppbsecholin als Phospholipid-
Komponente sowie 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosiianolamine-N-

[poly(ethylenglycol)2000] als Lipopolymer-KomponeriiNaumann 2001].

5.3.5 Zusammenfassung Homopolymer Ho5900

Die Untersuchungen konnten erstmalig die photockemkovalente Anbindung des
Glykolipohomopolymers auf der Goldoberflichen zeigddas System wurde
schrittweise optimiert und lasst nun die Bildungegiverankerten Lipidmonolage zu.
Die Verankerung der Molektle kann nicht direkt def Goldoberflache stattfinden;
es musste zunachst ein geeignetes Abstandhaltarsygefunden werden. Die
untersuchten Molekile waren zum einen ein hydreghiPolymer, das Thio-
Polyethylenglycol, zum anderen eine Mischung zwdikanthiole, 1-Thiohexanol
und Bis-(Aminododecyl)-disulfid. Alle genannten Mélile wurden uGber ihre
Schwefelgruppe auf den Goldoberflachen gebunden.e Dachfolgende
Funktionalisierung erfolgte mit einer photochemisaktiven Komponente,
wahlweise 5-Azido-2-Nitrobenzoesaurechlorid (Azid) sowie 4-

Benzoylbenzoesaurechlorid. Die Untersuchungen dies#zid die geeignetere
Verbindung erscheinen, so dass weitere Untersu@mumgit Azid durchgefihrt

wurden. Das untersuchte Homopolymer-Molekil Ho588€s sich aufgrund seiner
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amphiphilen Struktur an der Wasser-Luft Grenzflaonentieren, die Kompression
zu dichten Schichten war aufgrund seiner molekalé&uktur ebenfalls maoglich.
Nach LB-Ubertrag auf die praparierten Substrate iemw sich ein

zwischengeschalteter Trocknungsschritt als esdentie die photochemisch

kovalente Fixierung. Der Forster Energietransfereimftusste die Anbindung

offenbar nur wenig; der Abstand der anzubindendemlekile von der

Goldoberflache war offensichtlich ausreichend umn dEoérster Radius zu
Uberbricken und den Energietransfer zumindest aibderm. Die Fusion von

Lipidvesikeln fuhrt letztlich zur LipiddoppelschichAlle Anbindungsschritte liessen
sich durch SPR-Messungen nachvollziehen; die gemnessMoleklldimensionen
stimmen mit den theoretisch berechneten Wertengghiiberein. Die mit Hilfe der

Impedanzspektroskopie ermittelten elektrochemisdbaten kamen den Werte der
Schwarzfilmmembranen sehr nahe.

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse des Hoiymers Ho5900
wurde ein weiteres Homopolymer, das Ho9000 untétsii Vergleich zu Ho5900
zeichnet sich Ho9000 durch eine gréRRere Anzahl @uacosebausteinen aus.
Ho5900 weist ungefahr 22 Wiederholungseinheiten la@gtehend jeweils aus einem
Acrylatmonomer verknipft mit einer Glucoseeinh@&lgs Homopolymer Ho9000
dagegen etwa 36 Wiederholungseinheiten. Diese dichég durch die erfolgte
Vororientierung an der Wasser-Luft-Grenzflache, diempression und damit
Fixierung im mdoglichst gestreckten Zustand einenhngréReren Abstand von der
Goldoberflache. Der Einsatz des langerkettigen Hmohaners Ho9000 und die
Untersuchung seiner Eigenschaften lasst auf ieesBedingungen fir die

Inkorporation von Membranproteinen hoffen.
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5.4 System binare Thiol-Mischung/Azid/Homopolymer3800

Abbildung 5-29 System binare Thiolmischung/Azid/bfoolymer Ho9000 auf Gold: a) binare
Thiolmischung b) Homopolymer Ho9000-Monoschichtipidschicht aus ausgerollten Vesikeln
(komplettiert die Homopolymer-Monoschicht zur Ddpgpleicht).

Auf der thermisch aufgedampften Goldschicht wirdnd&thst wiederum eine
Mischung aus 1-Thiohexanol und Bis-(Aminododecybutfid (binare

Thiolmischung) assembliert. Die Funktionalisierudgr Thiol-Oberflache mit der
photoreaktiven Verbindung 5-Azido-2-Nitrobenzoes@&hiorid (Azid) ermdglicht

die photochemisch kovalente Fixierung des HomopehgmH09000. Das an der
Wasser-Luft Grenzflache vororientierte Homopolymnaérd durch LB-Transfer auf
die Trager Ubertragen, getrocknet und anschliedench Bestrahlung mit UV-Licht
angebunden. Die Polymermonoschicht wird durch \&&ikion zur Doppelschicht
komplettiert.
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5.4.1 Isotherme der Homopolymer Ho9000 Monoschiatgleich mit dem

reinen Lipid Dioctadecylamin

Monoschichten sind definiert als ultradiinne Filngie aus einer einzelnen
Molekillage bestehen. Sie bilden sich durch spant&elbstorganisation von
Molekullen an der Wasser-Luft Grenzflache.

Wird eine verdinnte Lésung des Homopolymers Ho%@W0die Wasseroberflache
eines Langmuir-Blodgett Troges aufgebracht, so ledrb nach Verdunsten des
Losungsmittels Dichlormethan ein zweidimensionalbtolekulfilm auf der
Wasseroberflache. Die Molekile weisen nun eine riigeung auf, die dadurch
gekennzeichnet ist, dass sie hydrophilen Molekélobe ins wéassrige Medium
eintauchen, wahrend die hydrophoben Bereiche ddt rwgewandt sind. Die
physikalischen Eigenschaften der Schicht kénnen Hiife einer Filmwaage
charakterisiert werden. Im allgemeinen werden Dulléichen Diagramme
(Isothermen) oder Flachen-Temperatur Diagramméésm) aufgenommen. Druck-
Flachen Diagramme stellen die Erniedrigung der @dagrenspannung des Wassers
durch die Monoschicht als Funktion der dem Molekit Verfigung stehenden
Flache dar. Die Temperatur wird wahrend der Mes&aomgtant gehalten.

Abbildung 5-30 =zeigt ein typisches Druck-Flachenaddamm fur das
Homopolymer Ho9000 (rot) im Vergleich mit Dioctaggamin (DODA) (schwarz)
bei 20°C. Das untersuchte Dioctadecylamin stedittb@i den reinen Lipid-Anteil des
Homopolymers Ho9000 dar. Die Homopolymer Ho900@Hsome zeigt nach
zunachst langsamem Druckanstieg eine sogenanntdt&chei einer Molekulflache
von etwa 150 Azu erkennen. Diese entspricht einem Phaseniibeigaedhalb der
Monoschicht. Der flache Bereich der Isotherme bigimer Molekulflache von etwa
130 A entspricht dem gasanalogen Zustand der MidekDiese haben im
gasanalogen Zustand wenig Kontakt zueinander. Diehul®r zwischen
Molekiilflichen von 130-85 A markiert den Phasengheg vom gasanalogen
Zustand in die kondensierte Phase. Der bei zunetienddompression erfolgte steile
Anstieg der Isotherme ist auf eine zunehmende ¥ktdng der Molekil-Packung

zurtckzufihren. Die Molekile liegen dicht gepacht @inem feststoffahnlichen
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Zustand vor. Weitergehende Kompression der ScHigimtt bei einer Flache pro
Molekiil von etwa 60 A zum sogenannten Kollaps demicht. Die Molekiile der
Monoschicht werden Ubereinander geschoben, es komunt Bildung von
Multischichten.

Die Isotherme des Lipids DODA besitzt die fur Fétien typische Form
[Ulman 1995]. Es sind keine Phasenibergange erlkenribei 20°C geht die
Monoschicht vom gasanalogen Zustand direkt in dgtainaloge Packung Uber. Der
Filmkollaps findet bei 58 2 statt. Die Flache am Kollapspunkt ist etwas gréfer
die Querschnittsflachen einfacher Alkylketten [UhrED95].

Die Kollapspunkte beider Monoschichten sind gut glechbar. Das
Homopolymer lasst sich auf ahnliche Dimensionen famieren wie das Lipid.
Dies spricht fur eine dichte Packung des untersciitomopolymers Ho9000 im
Bereich der Lipidschicht, dessen Flache pro eireraliMolekiil mit etwa 62 Anur
geringfiigig von der Flache des Lipids DODA mit 58abweicht.
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Abbildung 5-30 zeigt die Druck-Flachen Diagrammsothermen) des untersuchten
Homopolymers Ho9000 im direkten Vergleich mit dem Lipid Dioctadecylam{(DODA).

Aufgrund der vorgenommenen Untersuchungen lasdt &ststellen, dass die
Komprimierbarkeit des Homopolymers der des Lipid®@A sehr nahe kommt.
Dies lasst den Schluss zu, dass die PolymereinlesitMolekils dem vollstandig

gestreckten Zustand recht nahe kommen muss. Dehé-ldes Ho9000 wird also
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demzufolge hauptsachlich von seinem Lipidanteiltibest; offenbar beeintrachtigt

die hydrophile Polymereinheit die Mdglichkeit déctiten Molekllpackung wenig.

5.4.2 SPR Messungen

Abbildung 5-31 zeigt Plasmonenspektren zum schielssn Aufbau der
untersuchten Molekile. Beginnend mit der Goldrefereerfolgt zunadchst die
Assemblierung der bindren Thiolmischung. Die Fumidiisierung der
Thioloberflache mit der photoreaktiven Verbinduing der Abbildung nicht gezeigt)
ermoglicht nach LB-Ubertrag und Trocknung die plbtmisch kovalente
Fixierung des Homopolymers Ho9000.

m  Goldreferenz

B bindre Thiolmischung (bM)
bM Azid Homopolymer Ho9000

Reflektivitat a.u.

: v

0,01 r . r T T T
45 50 55 60 65 70
Resonanzwinkel g

Abbildung 5-31 SPR Messungen des schichtweisen adsifbdes Systems binére
Thiolmischung/Azid/Homopolymer Ho9000Goldreferenz, anschlieBend Fixierung der binaren
Thiolmischung ( bindre Thiolmischung) auf der Goldoberflache undhfalgend Funktionalisierung
der Thiol-Oberflache mit der photoreaktiven Verhind Azid (nicht gezeigt). AbschlieRend
photochemisch kovalente Anbindung der vororierdgierHHomopolymer-Monoschicht (bM Azid

Hoopolymer Ho9000). Hervorgehoben dargestellt slidMinima der jeweiligen Resonanzkurven.

Die untersuchten Schichten der binaren Thiolmisghureigen vergleichbare
Schichtdicken wie die der bereits untersuchten edyst So werden fur das
Thiolgemisch wiederum Schichtdicken im Bereich v@rbnm gefunden. Die

anschlieBende Funktionalisierung der Thiolober#acmit der photoreaktiven
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Verbindung Azid fihrt zu einer Schichtdickenzunahmen 0,5nm. Die nach
Langmuir-Blodgett Ubertrag und photochemisch kowte Anbindung des an der
Wasser-Luft Grenzflache vororientierten Homopolysné#09000 durchgefiihrten
Plasmonenmessungen zeigen die erfolgte FixierummgMbmoschicht. Fur diese
werden Schichtdicken im Bereich von etwa 7-10nm egsan. Auch diese Werte
bewegen sich im Rahmen der ermittelten moleculattetnog Werte [Schiller 2001].
Die Schichtdicken nach Vesikelspreitung lipidhatig.iposomen liegen etwas zu
hoch fiir einen perfekten bilayer; es ist hier mehdenzen von Vesikeladsorption zu

rechnen. Tabelle 5-8 fasst die Ergebnisse denfdlasnmessungen zusammen:

Schichtdicke [nm] Schichtdicke [nm]
gemessen berechnet®
Bin&re Thiolmischung 2,5+0,2 2,5

Azid-funktionalisierte binare 3,0+£0,1 3,0

Thiolmischung
Homopolymer Monolayer auf 11,5+1,5 124
Azid-funktionalisierter binarer

Thiolmischung
Bilayer nach Vesikelspreitung 14,52 14,5

Tabelle 5-8 SPR-Messergebnisse System binare Tidiblumg/ Azid/ Homopolymer Ho9000. Die
gemessenen Schichtdicken sind Gesamtschichtdalkerdie Summe der Einzellagen.

5.4.3 Impedanzmessungen

Impedanzmessungen nach Fixierung der bindren Thedhung auf der
Goldoberflache zeigen Kapazitaten von etwa 2uE/@ies entspricht, wie bereits
mehrfach erwahnt, den Werten fir die reinen Alkenih Nach Funktionalisierung
der Thiolmischung mit Azid als photoreaktiver Venthung und anschlielRendem
Ubertrag des vororientierten Homopolymer Ho9000-Mayers mittels Langmuir-

Blodgett Technik werden Kapazitatswerte von 2pE/dmi Widerstanden von

Z[Schiller 2001]

24 Molekill in vollstandig gestrecktem Zustand
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6,5MWcm?2 Abbildung 5-32 zeigt den Admittaezspn des

Homopolymer Ho9000 monolayers sowie des bilayech reafolgter Vesikelfusion.

gemessen.
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Abbildung 5-32 Frequenzreduzierte AdmittanzspektienHomopolymer Ho9000 Monoschicht.
Die anschlieBende Vesikelfusion mit DiphytPC-Vésikerringert die Kapazitat auf Werte unter
2uF/cnt.

Tabelle 5-Fasst die Ergebnisse der Impedanzmessungen zusammen

Kapazitat G[uF/cnf] | Widerstand R [M
cnt]

Binare Thiolmischung 2,0x0,1 1,4+0,5

Binare Thiolmischung/Azid 8+3 0,05+0,01
binére Thiolmischung/ 2,1+ 0,2 6,5+0,5
Azid/Homopolmyer Ho9000-
Monoschicht
Doppelschicht nach Vesikelfusion 1,6+ 0,2 101

Tabelle 5-9 Impedanzspektroskopische Daten desrBy®inare
Thiolmischung/Azid/Homopolymer Ho9000

5.4.3.1 Einbau von Valinomycin

Valinomycin wurde 1955 aus dem Bakterium Streptasydulvissimus isoliert.

Manche Mikroorganismen synthetisieren Verbindungka,die Membranen anderer
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Organismen abnorm durchlassig machen und diesesseraGefecht setzen. Diese
als Transportantibiotika bezeichneten Verbindunsen sich in zwei Gruppen
einteilen. Es handelt sich einmal um carrier, zurdeaen um Kanalbildner. Carrier
binden ein Molekil auf der einen Seite der Membrard transportieren es
anschliessend zur anderen; Kanalbildner schaffereneidurchgangigen Kanal.
Valinomycin gehort zur Gruppe der carrier-Antibkati Diese besitzen die Form
eines Reifens. Valinomycin stellt ein zyklisches |&kiil aus L-Acetat, L-Valin, D-

Hydroxyisovalerat und D-Valinresten dar, diese wrbblen sich und sind Uber

Ester- sowie Peptidbindungen verknipft.

Abbildung 5-33 Strukturformel Valinomycin [L6éw 1998

Valinomycin bildet einen Komplex mit Kaliumionenjedes aufnimmt und
wieder abgibt. Die Chelatisierung de$-kKns ist ein schrittweiser Prozess, bei dem
Wassermolekile der Hydrathille nach und nach duBauerstoffatome des
Antibiotikums ersetzt werden. Der Einbau von Vaim@in in die Membran andert
deren Durchlassigkeit fur Kaliumionen. Der statténde lonenfluss kann gemessen
werden und spiegelt sich in aufgenommenen Impegakien wieder. Der Einbau
von Valinomycin in Membran-Modellsysteme stellt einMdglichkeit dar,
Modellmembranen auf ihre Eignung als solche zuetestDie Methode des
Valinomycin-Einbaus in Modellmembranen bewahrt siwadr allem dann, wenn
untersucht werden soll, ob bei einem Membransystemt hydrophilem
Abstandhalter, das auf der Elektrodenoberflachealemt angebunden vorliegt, ein
ausreichender Raum zwischen der Elektrodenobedlaahd dem Modellsystem
vorhanden ist. Dieser Raum ist fur den Austausehleoen bzw. als lonenreservoir
notwendig. Ein erfolgreicher Einbau von ValinomyainModellmembranen beweist
zum einen die Mdglichkeit der Inkorporation von aizsichen Membranbausteinen;
zum anderen ist eine erfolgreiche Messung ein Nachwir eine elektrisch dichte
Membran, da der Kaliumtransport separat beobaeteetien kann. Der gelungene
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Einbau von Valinomycin lasst sich durch eine Steigg der Leitfahigkeit der
Membran feststellen.

Das nachfolgende Impedanzspektrum des Widerstagigisden erfolgreichen
Einbau von Valinomycin in die auf Basis des Homgpwr H09000
polymerunterstitzten Lipiddoppelschichten. Die Skhwird durch den Einbau von
Valinomycin fur im Messpuffer enthaltene Kalium-emdurchlassig. Dies lasst sich
durch Impedanzmessungen anhand eines Absinkeng/ee fir den Widerstand
beobachten. Die Werte fur die Kapazitat andern dadegen kaum. Das verwendete

Ersatzschaltbild zeigt Abbildung 5-36.

Y*Iw (nF cni?)

bM Azid Ho9000
0 bilayer
®  bilayer +Valinomycin
—————————— monolayer fit
bilayer fit

o
1

T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0

Y'iw (nF i)

Abbildung 5-34 Frequenzreduzierte AdmittanzwerteM@no- bzw. Bilayer. Die Kapazitat wird
vor und nach Einbau von Valinomycin gezeigt.
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Abbildung 5-35 Bode- plot der Doppelschicht fit(vgrund nach Valinomycin-Einbau );jeweils

mit fit(-).

Tabelle 5-10 fasst die Werte fir den Widerstand lde®000- Monoschicht, der

Doppelschicht nach Vesikelfusion, sowie der Dopgllcht nach dem erfolgten

Einbau von Valinomycin zusammen:

Widerstand Widerstand Widerstand

Monoschicht Doppelschicht Doppelschicht

RIM cnf] RIM cnf] +Valinomycin

R[M cnf]

Homopolymer 6,5+0,5 101 0,01+0,002
Ho9000

Tabelle 5-10 Werte des Widerstandes System bM/ lAaf@D00 der impedanzspektroskopischen

Messungen vor bzw. nach Einbau von Valinomycin

Abbildung 5-36 Ersatzschaltbild, an das die experitaellen Impedanz-Messkurven vor sowie
nach Valinomycin-Einbau im System binare Thiolmiscii Azid/ Homopolymer Ho9000 angefittet

werden.

5.4.4 Diskussion
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Mit Hilfe der durchgefuhrten SPR-Messungen lassth sidie schichtweise
photochemisch kovalente Anbindung der Homopolyme®®d0-Monoschicht auf
den praparierten Goldtragern bestatigen. Das wulkets Homopolymer-Molekl
Ho9000 liess sich aufgrund seiner amphiphilen $trukan der Wasser-Luft
Grenzflache orientieren, und nach Kompression @iaf praparierten Substrate
Ubertragen. Ein zwischengeschalteter Trocknungssamwies sich als notwendig
fur die photochemisch kovalente Fixierung. Der Egr&nergietransfer beeinflusste
die Anbindung offenbar nur wenig. Durchgefihrte &ikmessungen wahrend der
Fusion von lipidhaltigen Vesikeln bestatigen dientfdettierung der Monoschicht
zur Doppelschicht. Impedanzmessungen des Systemsnzélr die aufgebaute
Doppelschicht Kapazitatswerte von 1,6+0,2uF/dmei Widerstandswerten von 10
M cn?. Der Einbau von Valinomycin in die Modellmembrast imdglich; der
Transport von Kaliumionen durch dieselbe kann edenfmpedanzspektroskopisch
gemessen werden.

Tabelle 5-11 fasst die gemessenen SPR- sowie Impddten des Systems

bindre Mischung/Azid/Homopolymer Ho9000 zusammen:

Schichtdicke Kapazitat Widerstand R [M
[nm] Crm[tF/cnf] cn]

Binare 2,5+0,2 2,0£0,1 1,4+0,4
Thiolmischung
Homopolymer 11,5+£1,5 2,1+0,2 6,5+0,5

Ho9000 monolayer
Bilayer nach 14,5+2 1,6%0,2 10+1

Vesikelfusion

Tabelle 5-11 Messwerte der SPR- sowie Impedanzngessisystem bindre Mischung/ Azid/
Homopolymer Ho9000. Die Schichtdicken sind angegateGesamtschichtdicken.

Im Vergleich mit HO5900 weist Ho9000 die besseregeBnisse auf; das Ziel der
Optimierung wurde also erreicht.

Die gebildeten polymerunterstitzten Lipidbilayernses jedoch nur eine Fluiditat im
Bereich der frei beweglichen distalen Lipidschialitht aber in der kovalent
gebundenen proximalen polymerunterstitzten Monobthauf. Dieses Ergebnis

lasst sich auf die dichte Belegung der Oberflacheé aen Glykolipopolymer-
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Molekulen zurickfuhren. Die Erkenntnisse zur Oldsiflenbelegung mit
Glykolipopolymer-Molekilen sollen als Grundlage teeer Untersuchungen dienen.
Um die Belegungsdichte zu verringern werden sogeeargemischte Schichten”
untersucht.

.,Gemischte Schichten® bestehen aus einer Mischungn vauf der
Substratoberflache verankerten Glykolipopolymerahmtht verankerten, ,freien”
Membranbausteinen, in diesem Fall dem Lipid Diphylglycerin. Die fest
verankerten Membranbausteine sind starr auf derflablee gebunden und bilden
ein festes Gerust, wahrend die freien Lipide inakrhder fixierten Schichten
eindimensional beweglich sind. Dergestalt aufgebddémbransysteme eignen sich
hervorragend als Studienobjekte fiur MembrandynamikBurch Einsatz von
Gemischen aus Glykolipopolymeren und Lipiden konrfgchichten hergestellt
werden, die der natirlichen Biomembran noch &haticsind. Wird nachfolgend
etwa die Untersuchung diverser Proteine angestrsbt,ist ein dynamisches
Membransystem eindeutig von Vorteil [Sackmann 1996]

Eine Stabilisierung der erzeugten Systeme durclalkote Anbindung auf der
Substratoberflache ist im Optimalfall kontrollieniglich. So untersuchte bereits die
Gruppe um Naumann die kovalente Anbindung von gemes Systemen aus
Phospholipid und Lipopolymeren [Naumann 2001]; vediar die Arbeitsgruppe um
Israelachvili  Anbindungsversuche durch elektrostdie Wechselwirkungen
untersuchte [Wong 1999]. Naumann und Mitarbeitdwussierten sich jedoch auf
Untersuchungsmethoden wie FRAP sowie das Verhalten Schichten an der
Wasser-Luft Grenzflache. Es wurden jedoch keinegklessagen zu den elektrischen
Eigenschaften der untersuchten Systeme gemacht.

Die elektrischen Eigenschaften sollen nun, ebensi WPR neben
Untersuchungen zur Fluiditat, fir gemischte Monadden aus Homopolymer

Ho9000 und freiem Lipid untersucht werden.
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5.5 System bindre Thiolmischung/Azid/Mischungen 6@freies
Lipid

Wie bereits in Kapitel 5.4.4 erlautert, werden raldend Untersuchungen der
sogenannten  ,gemischten  Schichten*  beschrieben. beswhdere die

fluorszenzmikroskopischen Untersuchungen der Gighplolymer-Schichten in

vorangegangenen Kapiteln zeigten zwar homogene rabbet fluide Schichten der
kovalent auf der Goldoberflache fixierten Glykolgmbymere. Da die Fluiditat eines
der Hauptmerkmale der nattrlichen Biomembranemisiss dieser Eigenschaft bei
der Mimesis von Membranen ein besonderes Augenmgelken. Eine Mdglichkeit

zum Erreichen dieses Ziels stellt die Mischung @sikolipopolymer-Monoschicht

mit freiem Lipid dar. Wird dieses Gemisch bereitsr vdlem Ubertrag auf die
Substrate an der Wasser-Luft Grenzfliche des LamgBhadgett Troges

vororientiert, kann nachfolgend die Fixierung ddyk@lipopolymer-Molekile, die

somit als Ankerpunkte auf der Substratoberflacheeneh, erfolgen. Die

Lipidmolektle werden nicht fixiert und sind somitnierhalb der Monoschicht frei
beweglich.

Abbildung 5-37 zeigt die Technik der Herstellungr dgemischten Schichten®.
Zunachst wird die binare Thiolmischung, bestehamlaus 1-Thiohexanol und Bis-
(Aminododecyl)-disulfid, auf der thermisch aufgegdtan Goldoberflache

assembliert. Diese wird einem zweiten Reaktionstsicdurch die photoreaktive
Verbindung 5-Azido-2-Nitro-Benzoesaurechlorid (Azfdnktionalisiert. Auf die auf

diese Weise préaparierten Trager wird das an der sevdaft Grenzflache

vororientierte Gemisch aus Glykolipopolymer und idipdurch LB-Transfer

Ubertragen und, nach Trocknung, durch UV-Bestrahkovalent fixiert.
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Abbildung 5-37 Schematische Darstellung der Heistgl der sogenannten gemischten
Schichten. Zunachst wird das goldbedampfte Substitadler kovalent angebundenen Thiolmischung
modifiziert, anschlieRend mit der photoreaktiverrbifelung funktionalisiert. Parallel erfolgt eine
Vororientierung eines Gemisches aus Glykolipopotymst freiem Lipid an der Wasser-Luft
Grenzflache. Das Gemisch wird anschlielend aufSiibstrate Ubertragen und nach Trocknung
photochemisch angebunden. Der so erzeugte Monolaiygmit Hilfe von Vesikelfusion zum Bilayer

komplettiert (nicht abgebildet).

Gemische aus Homopolymer H09000 mit freiem Lipid tewschiedlicher
Konzentrationen wurde im Rahmen dieser Arbeit wutehnt. Die Ergebnisse werden

nachfolgend im Einzelnen vorgestellt.

5.5.1 Referenz fur Anbindungsversuch ohne BestighMischung

Homopolymer Ho9000/Diphytanylglycerin

Der folgende Versuch soll die Frage klaren, ob eiRaysisorption der
Glykolipopolymer/Lipid-Monoschicht zur Herstellung stabiler
Modellmembransysteme auf der Oberflache ausreiclgnburch die fehlende UV-
Bestrahlung fehlt die Anregung der photoreaktivearbihdung und damit die
kovalente Fixierung der durch LB-Technik Ubertragegemischten Monoschicht.
Dazu wird nach Assemblierung der bindren Thioldthicowie deren
Funktionalisierung mit Azid das an der Wasser-LGitenzflache vororientierte
Homopolymer Ho9000/Diphytanylglycerin-Lipid-Gemisatturch LB-Transfer auf

die Substrate Ubertragen. Die erhaltene Schicht nicht getrocknet bzw. mit UV-
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Licht bestrahlt sondern direkt weiter untersuchibbAdung 5-38 zeigt den Aufbau
des untersuchten Lipids [Schiller 2006].

O/\)\/\J\/\)\/\)\
HO_L_oO

Abbildung 5-38 2,3-Di-o-phytanyl-sn-glycerin
5.5.1.1 SPR Messungen

SPR Untersuchungen der unbestrahlten Schichten ndttibertrag zeigen
Schichtdicken im Bereich von 2-3nm. Diese Schiatken weisen darauf hin, dass
eine Anbindung des Glykolipopolymer-Lipid Gemischésht stattgefunden hat; die
gemessenen Schichtdicken flr die vermeintliche Mohizht liegen im Bereich der
Dimensionen fur die assemblierte Alkanthiolschidfibklea 1996]. Abbildung 5-39
zeigt die gemessenen Plasmonenkurven der Goldschliehassemblierten binaren
Thiolmischung sowie die Messkurve nach LB-Ubertratpr gemischten
Monoschicht. (nicht gezeigt wird die Funktionalrsieg der binaren Thiolmischung

durch die photoreaktive Verbindung Azid).

®  Goldreferenz

®  binare Thiolmischung

E bM Azid Homopolymer Ho9000/Diphytanylglycerin
0,8 ®  bM Azid Homopolymer Ho9000/Diphytanylglycerin
0,74
0,6

0,54

0,4

Reflektivitat a.u.

0,34
0,24

0,14

0,0 ——— : : .
40 45 50 55 60 65 70
Resonanzwinkel g

Abbildung 5-39 zeigt die Plasmonenkurven zu derstdegen der Goldreferenz); der binaren
Thiolmischung ( binare Thiolmischung), sowie zwei Messungen deshri.angmuir-Blodgett
Ubertrag direkt gemessenen Schichten der Homopoli#n@000/DPG-Lipidmischung ( binare
Thiolmischung/Azid/Gemisch aus Homopolymer Ho90@DQiphytanylglycerin)
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Eine SPR-Messung im Kinetikmodus wahrend der Vdsik®n mit
Diphytanoylphosphatidylcholin-Vesikeln als Lipidkpanente zeigt einen
Schichtdickenzuwachs von 2,5nm. Dieser Wert entbpgenau dem theoretischen
Wert fir eine Monolage Lipid.

Alkanthiole bilden hydrophobe Oberflachen, die dadplatzen und Ausrollen von
Lipidvesikel leicht ermoglichen. Im Zusammenhangt nden anderen SPR-
Messungen gesehen ist auch dieses Messergebnidireireis darauf, dass eine
kovalente Anbindung des Homopolymer Ho9000-Monalsye auf der
funktionalisierten Thioloberflache nicht stattgefiem hat. Die funktionalisierte
Thioloberflache bietet ideale Bedingungen fur deslKelspreitung, so kommt es zur
Bildung einer Lipidmonolage von 2,5nm Dicke auf déunktionalisierten
Thioloberflache.

Die nachfolgende Tabelle 5-12 fasst die MesswegteRlasmonenmessungen

zusammen:
Schichtdicke [nm] Schichtdicke [nm]
gemessen berechnef®
Bin&re Thiolmischung 2,7+0,2 2,5
Azid-funktionalisierte 3,2+0,1 3,0
bin&re Thiolmischung
Gemischter Homopolymer 3,2+0,2 12
Ho9000/DPG Monolayer
auf Azid-funktionalisierter
binérer Thiolmischung
Bilayer nach 5,7+£0,1 14,5
Vesikelspreitung

Tabelle 5-12 SPR-Messergebnisse System binararikabiung/ Azid/
Ho9000/Diphytanylglycerin-Gemisch. Die angegebeBehichtdicken sind Gesamtschichtdicken
(Summe der Einzellagen).

5.5.1.2 Impedanzmessungen

% Schiller [2001]
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Impedanzmessungen weisen fir die untersuchten I8ehicfir den Monolayer
Werte von 2,25pF/cmbei Widerstanden von 5Wcm? auf. Die Spreitung von
Vesikeln senkt die Kapazitat auf 0,8uFfcrntersuchungen von S.Lingler zeigten
vergleichbare Werte [Diss Lingler 1998].

Die gemessenen Werte sind zusammen mit den SPRyitsgen ein Hinweis dafir,
dass die untersuchten Schichten lediglich aus oerdn Thiolmischung bestehen
auf deren hydrophober Oberflache sehr leicht Véfsik®n stattfinden kann.

®  Alkanthiolschicht
28— O  Alkanthiolschicht nach Vesikelspreitung
Alkanthiolschicht fit
Alkanthiolschicht nach Vesikelspreitung fit

2,6-] .
2,4
2,2-]
2,0
1,84
1,64
1,47
1,2
1,04
0,8-]
0,6-]
0,4-]
0,2
0,0
0,24

Y*Iw (nF cmi?)

o0 02 04 06 08 10 12 14
Y'w (nF cni?)

— T T T |
16 18 20 22 24

Abbildung 5-40 Frequenzreduzierte Admittanzplotshienolage () vor sowie () nach
Vesikelspreitung, jeweils mit zugehdrigen fits.

5.5.1.3 Diskussion

In Archaebakterien sind die Zellmembranen nicht a&gyllipiden aufgebaut,
sondern bestehen hauptsachlich aus Diphytanylgh/&drospholipiden (&) oder
Dibisphytanylethern (). Phytanol stellt ein gesattigtes Tetraterpen [dailler

2003]. Zur Idee der Verwendung von Diphytanylglyed?hospholipen als
Membranbestandteile siehe [Schiller 2005].

Die Versuche zum gemischten System Homopolymer
Ho9000/Diphytanylglycerin (DPG) zeigen, dass eia@athafte und somit haltbare
Fixierung der gemischten Schichten durch Physigmrpticht moglich ist. Sowohl
die SPR Daten, wie auch die Impedanz-Daten zeigixss die untersuchten

- 130-



Schichten lediglich aus binarer Thiolmischung bedém. Die Impedanzdaten fir
sich genommen zeigen die Bildung einer Lipiddopgatht, die Kombination mit

SPR Messungen zeigt jedoch, dass die durchgefitaseékelfusion direkt auf der

Alkanthiolschicht und nicht auf dem Ho9000/DPG Miayer stattfindet.

Die Versuche zum System binare Thiolmischung/AxHd®000/DPG dienen
als Referenzexperimente. Es zeigt sich, dass Rimgsisn nach Ubertrag der
gemischten Schicht aus Ho9000/DPG auf die Substriateé ausreicht, um stabile
Schichten zu erzeugen; die UV-Bestrahlung und dddunmiziierte Reaktionen sind
absolut notwendig um eine dauerhafte Verankerumgvitelellmembransysteme zu
gewahrleisten.

Alle weiteren Versuche werden demzufolge mit phbéoisch kovalent

fixierten Schichten durchgefihrt.

5.5.2 Mischungen Homopolymer Ho9000/1,2-DiphytaisoyGlycero-3-
Phosphocholin

Auf die Azid-funktionalisierte binare Mischung wirdie vororientierte und
komprimierte Monoschicht aus Homopolymer Ho9000 uh@-Diphytanoyl-sn-
Glycero-3-Phosphocholin-Lipid durch LB-Transfer iibegen, getrocknet und
anschlieBend durch Bestrahlung mit UV-Licht kovaléxiert. Die so hergestellte
Polymer-Lipid-Monoschicht  wird durch Vesikelfusionzur  Doppelschicht
komplettiert.

Abbildung 5-41 zeigt die Struktur des zur Herstejudes Gemisches

verwendeten freien Lipids:

Abbildung 5-41 Struktur des Lipids 1,2-DiphytansgGlycero-3-Phosphocholin (DiphytPt)

% URL www.avantilipids.com
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5.5.2.1 SPR Messungen

Fur die auf der Goldoberflache zunachst angebunbtarége Thiol-Mischung bzw.
deren Funktionalisierung mit Azid werden die bereinehrfach genannten
Schichtdicken von etwa 2,5nm fir die Thiolschictivee zusatzlich etwa 0,5nm fir
die photoreaktive Verbindung Azid gemessen. Ans@dnd werden drei
unterschiedliche Mischungsverhéltnisse aus Polymapid untersucht. Diese
wurden in Anlehnung an die Arbeiten von Naumann wbfitarbeitern gewahlt
[Naumann 2001] [Ke 2001a].

Untersucht werden Mischungen aus jeweils PolympidLi 80:20mol%;
50:50mol% und 20:80mol%. Die abnehmende Polymerkaoination fuhrt zu
dinneren Schichten. Abbildung 5-42 zeigt die Respkarven der drei untersuchten

Ho9000/DiphytPC-Mischungsverhéltnisse.

B Goldreferenz

Mischung Ho9000/DiphytPC 80:20mol%
1 B Mischung Ho9000/DiphytPC 50:50mo0l%
0,84 ®  Mischung Ho9000/DiphytPC 20:80mol%

0,7—-
0,6—-
0,5—-
04

0,34

Reflektivitat a.u.

0,24
0,14

0,04

ol ¥F——F++
40 45 50 55 60 65 70

Resonanzwinkel q

Abbildung 5-42 SPR Messungen der Mischungen ausplolgmer Ho9000 sowie DiphytPC als
freiem Lipid fir den Monolayer. Zunachst die Gofdrenz ( Goldreferenz), sowie anschlieRend die
unterschiedlichen Mischungsverhaltnisse 80:20; BQihd 20:80 jeweils in mol%. Mischung
Homopolymer Ho9000/DiphytPC 80:20mol%vlischungHomopolymer Ho5900 DiphytPC
50:50mol% Mischung Homopolymer Ho5900 DiphytPC 20:80mol%grudrgehoben dargestellt

sind die Minima der jeweiligen Resonanzkurven.
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Die Zusammenfassung der durch Plasmonenmessungateaen Schichtdicken der

Gemische finden sich in Tabelle 5-13:

Monoschicht aus Schichtdicke [nm] Schichtdicke nach
Homopolymer Ho9000:DiphytPC Vesikelspreitung [nm]
Mischungsverhaltnis (mol%)

AY

80:20 8,2+0,5 6,4+3,2
50:50 4,0+0,8 6,0+0,4
20:80 2,1+0,7 4,9+0,5

Tabelle 5-13 Mit Hilfe von SPR Messungen ermitt8tteichtdicken der Monoschichten der
Mischungen aus Homopolymer Ho9000 und DiphytPCéghimterbau” azid-funktionalisierte

bindre Thiolmischung)

Die gemessenen Schichtdicken zeigen bei abnehmeRdimerkonzentration
zunehmende Dominanz der Lipidfraktion bezuglichgkmessenen Schichtdicken.
SPR-Messungen der Homopolymer Ho9000-Monoschichapifigl 5.4.2)
zeigten, dass die Homopolymer- Monoschicht nachUdrtrag eine Schichtdicke
von 8,5+1,5nm aufweist. Die Ubertragenen Homopotymadekile liegen also nicht
vollstandig gestreckt vor. In vollstandig gestrecktZustand missten sie eine Lange
von 12nm aufweisen, es werden jedoch lediglich @aticken von etwa 8nm
gemessen. Tabelle 5-14 zeigt nochmals die berdédsterten SPR-Ergebnisse der

Homopolymer Ho9000-Monoschicht:

2" auf Azid-funktionalisierter binarer Thiolmischung
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Schichtdicke [nm] Schichtdicke [nm]
gemessef?’ berechnet®
Homopolymer 8,5+1,5 9,0
Ho9000 Monoschichf
Bilayer nach 12+1.5 11,5
Vesikelspreitung

Tabelle 5-14 Mit Hilfe von SPR-Untersuchungen basiie Schichtdicken der Homopolymer
Ho9000 Monoschicht sowie der Doppelschicht nachkeééspreitung

Der Vergleich mit den gemischten Schichten aus Hmstyoner Ho9000 und freiem
Lipid 1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholinigte dass die Anordnung des
Homopolymers innerhalb der gemischten Schichten den des ungemischten
Molekils abweichen muss. Die gemischten Schichtems a80mol%
Glykolipopolymer gemischt mit 20mol% Lipid weisen euwdlich grossere
Schichtdicken auf, als die ungemischten. Da dagllpmensionen von etwa 2 nm
aufweist, kann diese Tatsache nur auf das Vorliegerer grosseren Anzahl
gestreckter Homopolymer-Molekile innerhalb der Mistg zuriickzufihren sein.
Die Verdinnung des Lipidanteils des Homopolymerst rineiem Lipid bei
Vororientierung an der Wasser-Luft Grenzflache sthsich vorteilhaft auf die
Anordnung der Zuckerketten auszuwirken. Die genmesse Plasmonendaten
sprechen flr eine hdhere Anzahl gestreckter Zueltnk innerhalb der gemischten
Schicht, verglichen mit der ungemischten Monosdhi®lerdiinnt man das zunachst
untersuchte Glykolipohomopolymer-Lipidgemisch (8hl%) weiter mit Lipid
(50:50mol%), so werden die mit Hilfe von Plasmonessungen bestimmten
Schichtdicken kleiner. Dies zeigt die abnehmenddyrRerkonzentration. Die
untersuchten Schichten aus 20mol% Polymer und 8@maopid untermauern die
zunehmende Rolle des Lipidanteils innerhalb der iggmen Schicht. Allen

2 ohne ,Unterbau® binare Thiolmischung/Azid
2 Schiller [2001]

39 Molekiil vollstandig gestreckt
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gemischten Schichten ist gemeinsam, dass eine &lksion bei Spreitung von

Liposomen nicht beobachtet werden konnte. Es komumVesikeladsorption.

5.5.2.2 Impedanzmessungen

Impedanzmessungen von gemischten Schichten zusayesetnt aus 80mol%
Ho9000 und 20mol% DiphytPC zeigen Kapazititen imei& von 27uF/chbei

Widerstanden von 1Mkn?. Die anschlieRende Vesikelfusion

reduziert die

gemessenen Kapazitaten auf etwa 14pE/alie nach Vesikelfusion gemessenen

Widerstdnde sinken jedoch ebenfalls auf Werte urBM@Em2.

Versuchsreihen

fur das

Mischungsverhaltnis

Homapely

Impedanz-
Ho9000:

Diphytanoylphosphatidylcholin 50:50mol% zeigen Kaigi#ten von 7,5pF/cfund
Widerstande von 1Mkn? fir die Monoschicht. Durch Vesikelfusion anderchsilie

Messdaten nur wenig. Untersuchungen gemischter Btdmchten aus 20mol%

Homopolymer Ho9000 und 80mol% DiphytPC-Lipid zeigéfapazitaten von

18pF/cnf und Widerstande im Bereich von 0,Wdm? gemessen. Es finden sich

also ahnliche Ergebnisse wie bei den untersuch@208101% Verdinnungen

(H09000:DiphytPC).

Tabelle

5-15

fasst

die

impedapkgroskopischen

Untersuchungen zu den einzelnen Homopolymer-Lipischingen zusammen:

)

Kapazitat G[uF/cnT] Widerstand R[M  cnf]
Vor Nach Vor Nach
VesikelspreitungVesikelspreitungVesikelspreitungVesikelspreitung
Ho9000/DiphytPC 2725 14+0,5 0,86+0,15 0,45+0,05
80:20mol%
Ho9000/DiphytPC 7,5+£0,5 71,5 1,2+0,1 0,9+0,05
50:50mol%
Ho9000/DiphytPC 18+2 22+3 0,7+0,1 0,49+0,05
20:80mol%

Tabelle 5-15 Impedanzdaten fir gemischte Schidht€@900/ DiphytPC

Betrachtet man die impedanzspektroskopischen Ddgergemischten Schichten so

zeigt sich, dass sie nicht mit den angestrebteerDabn BLMs vergleichbar sind.
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Lediglich die ungemischten Schichten zeigten Kagés sowie Widerstandswerte

die denen der Schwarzfilmmembranen nahe kamere(Siabelle 5-16).

Kapazitat G[uF/cnf] | Widerstand R[M  cnf]

Homopolymer Ho9000 2,1+0,2 6,5+0,5
Monoschicht

Ho9000 Bilayer nach 1,6%0,2 10£1
Vesikelfusion

Tabelle 5-16 Impedanzdaten fiir ungemischte Schiohtopolymer Ho9000
Die Mischung H09000:DiphytPC 50:50mol% weist vonlemal untersuchten
Mischungen die besten Eigenschaften auf und sdiedaoch weiter untersucht

werden.

5.5.2.3 Einbau von Valinomycin

Ein einfaches aber sehr wirkungsvolles Mittel diek&ischen Eigenschaften einer
Modellmembran zu charakterisieren, ist die Verwergpdwon Valinomycin als

Kalium-selektiver lonenkanal. Der Einbau von Vahimgin in die Modellmembran

ermoglicht die Beobachtung des Kaliumtransportgidudie Membran. Ein Einbau
von Valinomycin gelingt lediglich in die gemischtechicht aus Homopolymer
Ho9000: Diphytanoylphosphatidylcholin 50:50mol% €maheres zu Valinomycin
siehe 5.4.3.1). Abbildung 5-43 zeigt die Bode Dshghg, aus der die

Widerstandswerte fir die Schichten berechnet weriam erkennt die Monoschicht
(blau); nach Vesikelspreitung steigt der Widerstéchwarze Kurve). Die Zugabe
von Valinomycin lasst die Kurve absinken, der Wsiand wird durch den Einbau

von Valinomycin geringer.
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Abbildung 5-43 Widerstandswerte fur die gemischtmdASchicht aus Homopolymer Ho9000:
Diphytanoylphosphatidylcholin 50:50mol% (Monolayddje Vesikelspreitung lasst die Werte
ansteigen (bilayer), der Einbau von Valinomcin t&se sinken.

Tabelle 5-17 zeigt die Werte der Impedanzmessunges ungemischten

Homopolymers Ho9000 im Vergleich mit der gemisch&ahicht aus Ho9000 und
DiphytPC (50:50mo0l1%).

Widerstand Widerstand Widerstand
Monoschicht Doppelschicht Doppelschicht
RIM cnf] RIM cnf] +Valinomycin
R[M cnf]
Homopolymer 6,5+0,5 101 0,001+0,0005
Ho9000
Ho9000: Lipid 1,2+0,1 0,9+0,05 0,1+0,03
(50:50mo0l%)

Tabelle 5-17 Werte der Impedanzmessungen Homopolyo®)00 im Vergleich mit gemischter
Schicht aus Homopolymer Ho9000:DiphytPC (50:50mol%)

Zusammenfassend

lasst sich feststellen,

dass diediNMeung 50:50mol%

(Ho9000:Lipid) den fur ein Modellsystem gewtiinschi®arten am nachsten kommt.

Der erfolgreiche Einbau von Valinomycin weist ddr&in, dass ein Lipidbilayer

vorliegt.
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5.5.3 FRAP Messungen

Mit Hilfe der Technik der Fluoreszenzmikroskopiesdan sich Aussagen zur
Mischbarkeit des Homopolymers Ho9000 mit dem Lipigghytanoylcholin treffen.
Die nachfolgend gezeigten Abbildungen zeigen uokeeslliche

Mischungsverhaltnisse Homopolymer: Lipid.

Abbildung 5-44 Fluoreszenzspektroskopische Aufnateaesystems 80:20mol%
(Ho9000:DiphytPC). Erkennbar sind deutliche Inhoreoigéten; die Mischbarkeit der beiden
Komponenten ist offenbar nicht gegeben.

Fluoreszenzspektroskopische Messungen des Systéh0 8nol% (Ho9000:
DiphytPC) zeigen deutliche Inhomogenitaten der éstegjlten Schicht (Abbildung
5-44). Fiur die Mischung 20:80mol% zeigt sich einldnes Bild wie fir das System
80:20mol%. Lediglich das System 50:50mol% zeigeadeutlich homogene, leicht
strukturierte Oberflache (Abbildung 5-45).

- 138-



Abbildung 5-45 Mikroskopisches Bild der gemisct&ehicht aus Homopolymer Ho9000/ 1,2-
Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin 50:50mol%

Abbildung 5-46 zeigt die Erholung der Fluoreszetemsitat nach Photobleichung
durch den Laser. Der Wert fiir den Diffusionskoééfiten D ist mit D=2*10umé/s
sehr niedrig. Ursache  hierfir ist der hohe Anteiln afixierten
Homopolymermolekilen und die dadurch gegebene hamierdichte. Dennoch
zeigt das System eine Erholung von 86% nach Phatdhing, was auf ein
Vorliegen von beweglichen Lipidmolekilen innerhatter gemischten Schicht
hinweist. Versuche von C.Naumann an
Dioctadecylamin[poly(ethyloxazolin)]Schichten geotis mit dem freien Lipid 1,2-
Dimyristoyl-3-glycero-phosphocholin zeigten fir em Anteil von 80% fixiertem
Lipopolymer Diffusionskoeffizienten D=1pits [Naumann 2001]. Dieses Ergebnis
ist mit dem unseren vergleichbar und zeigt denl&ssfder immobilisierten Fraktion
auf die Beweglichkeit innerhalb der Schichten.
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Abbildung 5-46 Erholung der Fluoreszenz nach Phieichung System Ho9000/DiphytPC
50:50mol%

5.5.4 Diskussion

Die SPR-Daten zeigen fiur die untersuchten Mischongeit zunehmender
Lipidkonzentration eine abnehmende Schichtdicke @esamtsystems. Dies ist
einerseits zu erwarten, da das reine Lipid-Molekélitlich geringere Dimensionen
aufweist als das untersuchte Homopolymer Ho900G0stveder andererseits auf die
Problematik des Ubertrages der gemischten Schicht. Bei hoheren
Lipidkonzentrationen stehen weniger Homopolymerikiglie als Ankerpunkte zur
Verfigung. Da diese die Stitze des Filmes darsteiBnmt eine abnehmende Zahl
an Polymer-Molekllen Einfluss auf die Stabilitatsd&esamtsystems. Da die
Homopolymermolekile in vollstandig gestrecktem Zust Dimensionen in
Bereichen von etwa 12 nm aufweisen, das Lipid DipByaber nur eine Lange von
etwa 2,5nm aufweist, ist bei zunehmender Lipidkotragion die Stabilitat des
Gesamtsystems eventuell nicht mehr gewahrleistetil wum Zeitpunkt der
kovalenten Fixierung durch UV-Bestrahlung kein Waissuf dem Monolayer sein
darf, haben die freien Lipide keine Madglichkeit, ctsi zwischen den

polymergestitzten Lipidanteil der gemischten Sdahigh assemblieren. Es ist
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fraglich, ob hydrophobe bzw. van der Waals Wechskiwngen zwischen den
Lipidmolekulen tUberhaupt fir eine ausreichend saSchicht sorgen konnen. Des
weiteren beeinflusst sicherlich der fur die kovatenFixierung notwendige

Trocknungsprozess die Molekilanordnung bzw. Weeghdaingen zwischen den
Lipidmolekdlen.
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6 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung dunCharakterisierung

festkorperunterstitzter Membransysteme aus Gly&pbiymeren auf

Goldoberflachen. Die besondere Herausforderung abdstdarin, elektrische
Eigenschaften der  Membransysteme  anzustreben, dienend der

Schwarzfilmmembranen entsprechen. Voraussetzungfuhieist eine dichte

supramolekulare Anordnung der polymerverankertg@idinonolayer im Bereich der
Lipidmolektle. Die darunter liegenden glykosidisehiglolekulanteile sollen dabei
einen hydrophilen Submembranraum bilden. Dieseingliesondere fur den Einbau
von Membranproteinen notwendig, und auch als Reselitw lonen.

Um die elektrischen Eigenschaften der Modellmemémamit Hilfe von
impedanzspektroskopischen Techniken messen zu Rpnstedie Praparation der
Membranen auf Goldfiimen notwendig. Eine direkte rarkerung der
Glykolipopolymermolekile auf der Goldoberflache mstht méglich, daher werden
die untersuchten Glykolipopolymermolekile mit Hilfeeon photoreaktiven
Molekullen kovalent auf der Goldoberflache immoloeiis

Die photochemisch kovalente Fixierung von Molekugarf Gold wird durch
das Phanomen des Forster Energietransfers erschviee Effizienz der
Energielibertragung nimmt mit zunehmendem Abstand ger Goldoberflache
jedoch ab; daher wird die photochemische Fixierimgr einen Abstandhalter
durchgefuhrt. Alle hierbei betrachteten Molekullesien sich aufgrund ihrer durch
Schwefel-Endgruppen hervorgerufenen Affinitat zudsauf der Substratoberflache
anordnen.

Die untersuchten Abstandhalter waren zum einerhgiinophiles Polymer, ein
Thio-Polyethylenglykol, zum anderen eine binare dfli;ng zweier Alkanthiole,
bestehend aus 1-Thiohexanol und Bis-(Aminododeaigifid.

Die Thio-PEG-Monoschichten zeigten sehr untersdivieel Schichtdicken.
Diese Tatsache ist darauf zurickzufuhren, dass Ri#5-Molekile auf der

Oberflache sehr unterschiedliche Konformationen eanmen konnen. Dadurch
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konnen sie sich nicht in einer regelmassigen Anamdnaneinander lagern. Dies
erkennt man auch an hand des sehr unterschiedlistegtaufs der optischen
Schichtdicke bei der Aufnahme von Wasser. Dennoahden die PEG-Schichten
mit Azid als photoreaktiver Verbindung umgesetztin udie anschliessende
photoreaktive Immobilisierung des Glykolipopolymersrnehmen zu kénnen. Die
Funktionalisierung der Thio-PEG-Oberflache mit gedrotoreaktiven Verbindung
fuhrt zu einer drastischen Abnahme der gemessectantidicken und ausserdem zu
einer deutlichen Minderung der QuellungsneigungsbiBeobachtungen deuten auf
Veranderungen durch die Funktionalisierung inndrhdér betrachteten Thio-PEG
Schichten hin, beispielsweise durch Vernetzung.sAwgem konnte nachgewiesen
werden, dass nach LB-Ubertrag der GlykolipopolyM@nroschicht ein
zwischengeschalteter Trocknungsschritt essentiélr fderen photochemisch
kovalente Fixierung auf der Goldoberflache ist.d@& Phanomen erklart sich aus der
Konkurrenzsituation der Wassermolekile mit den gdftischen Ketten der
Glykolipopolymere bei der Photoreaktion. Dennocinriie gezeigt werden, dass der
Langmuir-Blodgett Ubertrag sowie die nachfolgendctigefiihrte photochemische
Fixierung der Glykolipopolymer-Molekile auf den ®HPEG Schichten zu
Schichtdicken und elektrischen Eigenschaften fiihdie auf den Aufbau einer
Lipidmonolage hinweisen. Diese stellte jedoch ddfentlich im Bereich der
Lipidmolekule keine geschlossene Schicht dar. Su ka bei der zum Aufbau der
Lipiddoppelschicht durchgefiihrten Vesikelfusion zZAdsorption der Lipidvesikel
aufgrund der offensichtlich inhomogenen OberfladaeLipidmonoschicht.

Die Versuche mit dem Thio-PEG haben gezeigt, dask a
Abstandhaltermolekiile fur die Photofunktionalisiegunur solche Molekiile in Frage
kommen, die aufgrund ihrer Eigenschaften eine regssige Anordnung auf der
Goldoberflache anstreben. Diese Voraussetzungltediil besten die Gruppe der
Alkanthiole. Als funktionelle Endgruppe fir die Ré&an mit der photoreaktiven
Verbindung wurde eine Aminogruppe gewahlt. Daranlgté die Verwendung von
Bis-(Aminododecyl)-disulfid als Abstandhaltermolékerminal funktionalisierte
Alkanthiole mussen jedoch mit nicht oder andengeitfunktionalisierten
Alkanthiolen verdinnt assembliert werden, um weggdende Funktionalisierungen

eingehen zu kénnen. Diese Tatsache ist aus viel@erélichungen bekannt. Am
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gunstigsten wirkt sich dabei eine unterschiedlichegenverteilung aus. Aus diesen
Uberlegungen heraus wurde ein Gemisch aus Bis-(Adaidecyl)-disulfid und 1-

Thiohexanol verwendet. Das 1-Thiohexanol soll dig tlie photochemische
Fixierung notwendigen reaktiven Amino-Gruppen dedgsubids dergestalt

.verdinnen“, dal3 1 Disulfid-Molekil in einen Ringv Thiohexanol-Molekilen

gebettet vorliegt.

Die Annahme, dal3 Alkanthiole, auch unterschiedlicKettenlange und mit
unterschiedlichen  Endgruppen, sich zu regelméassigsapramolekularen
Anordnungen zusammenlagern, hat sich auch in deliegenden Arbeit voll
bestatigt. Das ergibt sich sowohl aus den herverrdg reproduzierbaren
Schichtdicken, die den berechneten sehr nahe komaigrauch den elektrischen
Daten, insbesondere den Kapazitaten, die auf actgedPackung im Bereich der
Alkanthiole hinweisen.

Diese Ordnung wird dann allerdings bei der Reaktaih einer der beiden
photoreaktiven Verbindungen, einmal dem Benzophemod zum anderen dem
Azid, gestort. Diese Tatsache lasst sich aus deteAmg der elektrischen Daten
ablesen. Das Phanomen lasst sich nur so erklaremass d die
Endgruppenfunktionalisierung zur Aufhebung dernmiglekularen Wechselwirkung
im Bereich der Alkanketten fiihrt. Dennoch bleibe diomogenitat beziglich der
Schichtdicke erhalten, so dass die nachfolgende oloiisierung der
Glykolipopolymere, insobesondere der Homopolymeraffenbar zu einer
regelmassigen Anordnung in Bezug auf samtliche b€ediche der
Oberflachenkonstrukte fuhrt.

Die untersuchten Glykolipopolymer-Molekile lassechsalle aufgrund ihrer
amphiphilen Struktur an der Wasser-Luft Grenzflaahes Langmuir-Blodgett-
Troges vororientieren. In allen Fallen gelingt awdelr Langmuir-Blodgett Ubertrag
der komprimierten Schicht, sowie, nach der fur dabindung notwendigen
Trocknung, die photochemisch kovalente Fixierungr d@onoschicht durch
Bestrahlung mit UV-Licht. Das ist zweifelsfrei auschichtdicken und
elektrochemischen Daten zu entnehmen. Damit koarginals die photochemisch
kovalente Fixierung eines Glykolipopolymermolekidsif der Goldoberflache

gezeigt werden.
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Untersuchungen erfolgten an einem Copolymer (Ce@@je zwei unterschiedlichen
Homopolymermolekilen (Ho5900 bzw. Ho9000). Der tstbkiedliche molekulare
Aufbau der Glykolipopolymermolekiile spiegelt siah ihrem Verhalten an der
Wasser-Luft Grenzflache sowie in den Eigenschafi@ngebildeten Monoschichten
wieder.

Die Copolymer-Schichten zeigten sehr unterschibdlichichtdicken, wie aus
den SPR-Daten zu entnehmen ist. Auch die EIS-Dsitehschlecht reproduzierbar.
Die mit Hilfe von Oberflachenplasmonen-Messungemegsenen Schichtdicken
liegen unter den theoretisch berechneten. Diesebiaigse sind auf die molekulare
Struktur des Copolymers und damit auf dessen Vietalahrend der Kompression

bzw. den LB-Ubertrag der Monoschichten zuriickztgih

Abbildung 6-1 schematische Darstellung der Anorander Copolymer-Molekille an der Wasser-
Luft Grenzflache ( Lipidkopfgruppe, Glykosidanteil des Molekiils)

Abbildung 6-1 zeigt schematisch die Anordnung dep&ymere an der Wasser-Luft
Grenzflache. Die Copolymermolekile enthalten pranzEBimolekil zahlreiche
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Lipidfunktionalitaten (20mol%) mit dazwischen angdeten glykosidischen

Polyacrylatketten (80mol%). Dieser Aufbau resultiéarin, dass sich das Molekl
nicht in gestreckter Form an der Wasser-Luft-Grigickle anordnen kann. Die
Lipidmolektle sind durch die in die Subphase weaisenglykosidischen Gruppen
schlaufenférmig verbunden. Dadurch ist eine didhekung der Lipidkopfgruppen

aufgrund des Raumbedarfs des Glykosids in der w@ssSubphase erschwert. Es
kann also selbst durch Kompression nicht zu eiresciglossenen Lipidmonolage
kommen. Die unregelmassige Verteilung von hydroginobnd hydrophilen Teilen

fuhrt vor allem zu sehr inhomogenen Schichten. [Raklart die schlechte

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des Copopolymers.

Ganzlich unterschiedlich verhalten sich die Homgpwre. Ihre Struktur weist
am Ende eines jeden glykosidfunktionalisierten Raolylats nur eine
Dialkylaminogruppe auf. So kdnnen sich die Molekiilegestreckter Form an der
Wasser-Luft Grenzflache anordnen und werden aucheser Form auf das Substrat

Ubertragen.
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Abbildung 6-2 schematische Darstellung der Anoradnuier Homopolymer-Molekile an der
Wasser-Luft Grenzflache ( Lipidkopfgruppe, Glykosidanteil des Molekiils)

Abbildung 6-2 verdeutlicht die schematische Anomtpuder Homopolymer-
Molektle an der Wasser-Luft Grenzflache. Der Auflumr Molekile bedingt die
gezeigte Anordnung, die auch nach dem LB-Ubertragleen bleibt. Dadurch sind
hauptséachlich die Enden des hydrophilen Teils déotgchemisch aktiven
Oberflache zugewandt und werden vorzugsweise donbinden. Das
Glykolipophomopolymer lasst sich auf die gleicheclRmgsdichte komprimieren
wie das Dialkylamin [Di-(octadecyl)-amin, DODA) olnGlykosidanteil (Kapitel
4.1.3.3). Dieses Ergebnis zeigt, dass im Unterdchign Copolymer der Lipidanteil
fur die Packungsdichte dominierend ist. Damit eddésich auch die hydrophoben
Eigenschaften der Monolayer, sowie die SPR- unkitridehen Daten. Diese bilden
gute Voraussetzungen fir eine erfolgreiche Vesisadin und Bildung eines
Lipidbilayers. Ein starkes Indiz fir dessen Bildusg die Abnahme der Kapazitat
und die Zunahme des Widerstandes wahrend der \fesiian.
Tabelle 6-1 zeigt einen Uberblick Uiber die untenseic Polymere:

Cm[uF/cm?] Rn[M cm]
Bin&re Mischung 2+0,1 1,4+0,4
Funktionalisierung Azid 7+3 0,2+0,15

Polymermonoschicht Co2H05900 Ho9000 Co20 Ho5900H09000

18+7| 2+0,2| 2,1+0,150,04+0,01| 11+2| 6,50,

Nach Vesikelfusion 35+% 1,7+0{21,6+0,2| 0,014+0,00818+1,8| 10+1

Tabelle 6-1 Impedanzspektroskopische Daten demfraty Co20, Ho5900 sowie Ho9000
Messungen der Fluoreszenzerholung nach Photoblagchiengl. fluorescence
recovery after photobleaching, FRAP) zeigen homegarer nicht fluide Schichten.
Aufgrund der vielversprechenden Untersuchungen Hesopolymers H05900
wurden die Untersuchungen mit dem Homopolymer HO9@0Btgesetzt, das ein im

Vergleich mit dem Ho5900 ein um einige Einheiteml&mgertes Polymerrickgrat
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mit glykosidisch verknupften Glucosebausteinen aigtvund damit bei gestreckter
Anordnung eine noch grossere Distanz zur Golddder# ermdglicht. Diese Distanz
ist im Hinblick auf spatere Moglichkeiten der Piatekorporation in die
Modellmembran erstrebenswert.

Nach ersten orientierenden Versuchen konnte wiededie photochemisch
kovalente Fixierung des Molekils auf der Goldoldetile zweifelsfrei durch SPR-
sowie Impedanzmessungen nachgewiesen werden. [Piedamzmessungen zeigen
Werte, die sich wiederum in Bereichen der idealesd&limembran bewegen. Vor
allem konnte der erfolgreiche Einbau von Valinomydurch Impedanzmessungen
bestatigt werden. Ein Einbau von Valinomycin alsidotransporter ist ein sehr
Uberzeugendes Indiz fur die Bildung einer Membi2er. impedanzspektroskopische
Nachweis des durch Valinomycin induzierten Kaliuonéntransports durch die
Modellmembran bedarf einer dichten Barriere sovimeresubmembran-Schicht, die
als lonenreservoir wirkt.

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zeigtenBildung homogener
Schichten. Diese Schichten sind jedoch im Bereetpdoximalen Lipidschicht nicht
fluide. Um die Fluiditdt in Anlehnung an die Eigehaften der nattrlichen
Membranen zu erh6hen, wurden die photochemisch l&wt/dixierten Anker-
Glykolipopolymer-Molekile durch Mischung mit freiddpiden lateral verdinnt.
Diese Verdunnung erfolgte bereits auf dem LangrBlodgett-Trog durch Spreiten
von Loésungen aus Glykolipopolymeren im Gemisch miem Lipid
Diphytanoylphosphatidylcholin. Nach Kompression ktmm die gebildeten
Monoschichten auf die praparierten Goldoberflactibartragen werden. Auch die
kovalente Fixierung der Glykolipopolymer-Bausteinmnerhalb gemischten
Schichten konnte erfolgreich demonstriert werdene Durch Mischung des
Homopolymers Ho9000 mit dem Lipid DiphytPC in ustghiedlichen
Mischungsverhaltnissen hergestellten Schichten temig mit abnehmender
Polymerkonzentration geringere optische Schichafick Dieses Ergebnis ist
angesichts eines geringeren Polymergehaltes derchseh zu erwarten. Die
Schichten zeigten sich jedoch, mit Ausnahme dericBtdn aus 50mol%
Homopolymer und 50mol% Lipid, inhomogen. Nach Pbtihung durch den
Laserblitz kam es nur bei den 50mol%:50mol% -Sdkict{Ho: Lipid) zur Erholung
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der Fluoreszenz, was auf das Vorliegen von bewsghid_ipidmolekilen innerhalb
der Membran schliessen lasst. Der Versuch der jpaation von Valinomycin
gelang ebenfalls lediglich in die Monoschicht einglischung aus 50mol%
Homopolymer und 50mol% Lipid.

Alle genannten Ergebnisse deuten darauf hin, digsendlekulare Architektur
der hergestellten Schichten durch die unterscluledh Langendimensionen des
Homopolymer-Molekiils einerseits, sowie des Lipidsdererseits nicht fir alle
Mischungsverhaltnisse ausreichend stabil ist. DOie die kovalente Fixierung
erforderliche Trocknung der Schicht fuhrt zu eimutliichen Verminderung des
Wassergehaltes des Systems. Dieser resultiert baffenin  einer starken
Destabilisierung der aufgebauten Schichten.

Insgesamt gesehen stellt somit die photochemischeieréing der
glykosidischen Homopolymer-Membranen ein vielveespendes Modellsystem
dar.
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7 Anhang

Die Untersuchung der praparierten Schichten eriaigRahmen dieser Arbeit durch
Kombination der Oberflachenplasmonenspektroskopeagl( surface plasmon
resonance spectroscopy, SPR) mit der ebenfallstbdreschriebenen Impedanz-
Spektroskopie. Der kombinierte Messaufbau ermogliofie gleichzeitige
Bestimmung von optischen und elektrischen Eigerfsslmader untersuchten
Schichten [Lingler 1998] [Schmidt 1998] [Wieder )0

Mit  Hilfe der im Kapitel 2.2 beschriebenen Technikder
Oberflachenplasmonen-Spektroskopie werden die abmis Schichtdicken der
Schichten, sowie der Aufbau von Lipiddoppelschiohtentersucht. Durch die
Chemisorption der ververwendeten Verbindungen komsntu einer Verschiebung
des Resonanzwinkels. Diese wird mit Hilfe der Fekgbleichungen in eine
Anderung der optischen Schichtdicke umgerechnetKrRand 1978] [Raether 1988].

Die neben der SPR verwendete Technik der Impedakizsgkopie soll zur
Bestimmung der elektrochemischen Eigenschaften wgersuchten Schichten,
insbesondere der Kapazitat sowie des Widerstande®ngezogen werden. Zur
Auswertung der erhaltenen Messungen werden dieltenea Spektren mit

entsprechenden Ersatzschaltkreisen angefittet [\daald 1987].

7.1 Materialien

7.1.1 Glykolipopolymere Co20/ Ho5900/ Ho9000

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Polymdo5900, Ho9000 sowie Co020
wurden am IBM Almaden Reasearch Center, CA in d&A Won Stefan Schiller,

Heide Gotz et al. synthetisiert [G6tz 2002]. Allen iRahmen dieser Arbeit

verwendeten Polymere wurden ohne weitere Reinigimigge direkt verwendet.

7.1.2 Lipide
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Das verwendete Eigelb PC wurde von der Firma Lifnoducts bezogen. ES liegt in
gel6ster Form in Cholorform vor und wird bei —3Qj€lagert.
1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (Diph@)P stammt von der Firma
Avanti Polar Lipids, USA. Es liegt in pulverisiertEorm vor, wird vor Verwendung
hydratisiert und anschliel3end durch Extrusion isikid umgesetzt.

7.1.3 Salze

Natriumchlorid (NaCl), Kaliumchlorid (KCI), Natriuhydroxid (NaOH),
Magnesiumsulfat (MgSO4), Dinatriumhydrogenphosp{&2HPO4) wurden von
der Firma Fluka bezogen und direkt verwendet.

7.1.4 Losungsmittel

Ethanol, Chloroform, Dichlormethan und Methanolnstaen von der Firma Riedel
de Haen und weisen Chromasolv Qualitat auf. Daswemdete N,N-
Dimethylformamid stammt ebenfalls von Riedel de maweist allerdings p.a.
Qualitat auf. Fur alle Reinigungsschritte sowie davéssrigen Losungen wurde
Reinstwasser aus einer Milli-Q-Anlage der Firma liddre (Milli-Q, R=18,2

MW.cm) verwendet.
7.1.5 Pufferlésungen

7.1.5.1 Vesikelpraparation

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Praparattanr Vesikel ausschliel3lich durch
Extrusionsverfahren. Das verwendete Eigelb PC,im&hloroform gel6st vorliegt,

wird mit Hilfe einer gasdichten Glasspritze dernk@ Hamilton entnommen. Nach
dem Abdampfen des Ldsungsmittels und der anschgdde Trocknung im

Hochvakuum wird das Lipid in Pufferlosung hydragrsi Dabei wurde eine
Standzeit von mindestens einer Stunde gewahlt wdhder haufiger im Vortexer
(Fa. Heidolph, Modell Reax 2000) geschittelt wurdéach Beendigung der
Standzeit wurde ein weiteres Mal im Vortexer homgjert und anschliel3end die

Vesikel extrudiert. Der Extruder stammt von derntar Milsch, LiposoFast; die
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Extrusion erfolgte durch einen Polycarbonat-Filter Firma Milsch mit einer

Porengrosse von 50nm. Die Lipiddispersion wurdentd-extrudiert.

7.2 Reinigung der Glastrager und thermische Bedangpf

7.2.1 Reinigung neuer Glastrager

Die Praparation der zu untersuchenden Schichtesh auf Glastragern durchgefuhrt.
Man verwendet entweder LaSFN9-Glas (n=1,845) farRlasmonenmessungen oder
alternativ BK7 Glas bei ausschlief3licher Durchflifgwon Impedanz-Messungen.
Die Reinigung der Glastrager werden vor der thethéa Bedampfung mit Gold
nach folgendem Verfahren gereinigt [Wieder 1998§ @rager werden zunachst in
einem Farbekasten in 2% alkalischer Detergenslogti@jmanex Losung, Firma
Helma) flr 15min in einem Ultraschallbad gereiniginschlielend werden sie
mehrfach grindlichst mit MQ-Wasser gespllt, dalbehaeinzeln mit einer Pinzette
gefasst und unter dem flieRenden Wasser abges$pidinem frischen Farbekasten
werden sie anschlie3end in reinem MQ-Wasser fltenesil5 min ins Ultraschallbad
gestellt. Wieder wird mit MQ-Wasser gesplilt. DiescitdieRende Reinigung erfolgt
mit Ethanol 96%, in dem die Trager wiederum im &Bthallbad fir 15min beschallt
werden. Alle Reinigungsschritte im Ultraschallbafblgen bei Raumtemperatur. Bis

zu ihrer Verwendung werden die Glastrager unteathaufbewahrt.

7.2.2 Reinigung bereits verwendeter Glastrager

Da die fur die optischen Messungen verwendeten N&SKslaser mehrfach
verwendet werden, miussen sowohl vorhandene assgtalbichichten, sowie auch
aufgedampfte Gold- und Chromschichten entfernt wamrd Im ersten
Reinigungsschritt erfolgt die Ablésung der therrhissufgedampften Goldschicht.
Sie erfolgt mit einer stark oxidierenden Jodlésunggmmengesetzt aus 20g Jod und
80g Kaliumjodid/ 11 MQ-Wasser. Die Glastrager wearde einem Farbekasten mit
der Jodlosung versetzt und anschlieRend fir Smieimn Ultraschallbad gestellt.
Danach spult man grindlich mit Wasser und entsargtllende Abfélle bzw.

Verfarbungen mit Thiosulfat-Lésung. Die nachfolgend Ablésung der
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Chromadhasionsschicht erfolgt mit der sogenannteror@atze, einer Lésung aus
10g Ammoniumcernitrat in 50 ml MQ-Wasser.
Eine anschlielende Reinigung der so behandelteRN@Srager erfolgt wie

unter Reinigung der Glastrager bereits beschrieben.
7.2.3 Bedampfung

7.2.4 Gold auf BK7-Glasern

In einer Aufdampfanlage der Firma Balzers (Fa.EdeaModell BAE 250) werden
ca. 50nm Gold mit einer Rate von 0,1-0,2nm/s uebeem Druck von 5*18 mbar
auf die gereinigten trockenen Glastrager aufgedarbpé Zunahme der Goldschicht
wird mit Hilfe eines Schwingquarzes verfolgt, dee daufgedampfte Golddicke
dokumentiert. Nach einer Abkuhlzeit von etwa 15 mird die Anlage beluftet und
die frisch  bedampften  Substrate sofort in die eetdpenden

Assemblierungslésungen getaucht.

7.2.5 Gold auf LaSFN9-Glasern

In einer Aufdampfanlage der Firma Balzers (Fa.EdeaModell BAE 250) werden
zundchst 2-3nm Cr als Adhasionsschicht thermisclyedampft. Anschliel3end
erfolgt ein weiterer Aufdampfschritt von ca. 50nnol Beide Aufdampfschritte
werden mit einer Rate von 0,1-0,2 nm/s und unteerai Druck von 5*16 mbar

aufgedampft. Nach einer Abkuhlzeit von etwa 15 mird die Anlage beltftet und
die frisch  bedampften  Substrate sofort in die eetdpenden

Assemblierungslésungen getaucht.

7.3 Probenpraparation
7.3.1 Assemblierung der verwendeten Spacer-Systeme

7.3.1.1 Assemblierung ausgehend von binarer ThiskMing

Die frisch aufgedampften Goldtrager werden direkteine methanolische L6sung
aus 1-Hexanthiol und Bis-(Aminododecyl)-disulfidcf8ller 2001] getaucht, sie sind
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dabei vollstandig von der Assemblierungslosung beideDie verwendete Losung
wird zuvor frisch hergestellt. 18mg 1-HexanthioldumnschlieBend 3,9mg des
Disulfids werden in 100ml Methanol gel6ést. Die Asddierung der sogenannten
bindren Mischung erfolgt jeweils Gber Nacht mitezibauer von 16h. Nachdem die
Trager in die LOsung eingetaucht wurden, wird ddé&erétehende Raum des
Farbekastens mit Noder Argon beflllt und mit Parafilm abgedichtetadd dem

Assemblierungsschritt werden die Trager einzelm@mimen, mit reinem Methanol
mehrmals gespilt und bis zur weiteren Verwendungedn in Kunststoff-Réhrchen

(wiederum unter Bloder alternativ Argon-Atmosphare) aufbewahrt.

7.3.1.2 Assemblierung ausgehend von Polyethylein3800

Die frisch bedampften Goldtrager werden in einerb&&asten in die ethanolische
Losung des Polyethylenglykol 3000 (PEG 3000)(c=IntgQgetaucht. Der fur die
Herstellung der Loésung verwendete Ethanol wird Marwendung mit Nzg5O,
getrocknet. Die Assemblierung erfolgt in Zeitraumeron 24-70h. Die
Assemblierungslésung mit enthaltenen Tragern imbéiasten wird mit N
Uberschichtet und mit Parafilm abgedichtet. Naam dde der Assemblierungszeit
wird die Assemblierungslosung abgeschuttet und-ddoekasten mit reinem Ethanol
befullt. Es wird eine ,Extraktion® durchgefiihrt, ibeder die Trager bei
Raumtemperatur fur ca. 1h in reinem Ethanol 96%estebleiben und anschlie3end
wiederum mit Ethanol abgespult werden. Nach Trookgnum Stickstoffstrom
werden die Trager bis zur weiteren Verwendung umtegon aufbewahrt. Die
Aufbewahrung unter Argon bis zur weiteren Verwerglust in diesem Fall
besonders wichtig, da Polyethylenglykole zur Quedluneigen und daher schon bei
Lagerung an der Luft Wasser adsorbieren.

7.3.2 Assemblierung der photoreaktiven Verbindungen

Die durch Selbstorganisation hergestellten Schichtier jeweils untersuchten
Abstandhaltersysteme werden in einem zweiten Askerabgsschritt mit einer
photoreaktiven Verbindung funktionalisiert. Es hahdich entweder um 5-Azido-2-
Nitrobenzoesaurechlorid (Azid) oder um Benzopherdie erhaltenen Schichten
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werden bis zum Ubertrag des jeweils auf dem LangiBlgidgett Trog

vororientierten Glykolipopolyers unter Lichtschazfbewahrt.

7.3.2.1 5-Azido-2-Nitrobenzoesaurechlorid

50mg 5-Azido-2-Nitrobenzoesaure werden in 10ml Rwaftgen mit 50mg PGl
versetzt, es werden ca. 8ml Diethylether zugegeleh mehrere Minuten unter
Lichtschutz geschittelt. Ungeldstes P€ammelt sich nach dem Stehenlassen am
Boden des Rundkolbens, die Uberstehende klare posurd in einen sauberen
Rundkolben abpipettiert. Der Ether wird am Rotati@rdampfer bei einer
Wassertemperatur von etwa 30 °C abrotiert; der bmvod nach vollstdndigem
Abdampfen des Ethers bis auf Ombar gesenkt. Deunbchie Ruckstand, das
Saurechlorid (Azid), wird in 40ml CiEl, gelést und die Loésung auf die
Assemblierungsgefal3e verteilt. Pro Assemblierung&gewird soviel LOsung
eingeflllt, dass die zu beschichtenden goldbedampiffrager mit der Ldsung
vollstandig bedeckt sind. Die Trager werden in Hisung eingetaucht und die
GefalRe mit Argon befillt. Jedes Gefald wird fur Deuer der Assemblierung mit
Parafilm abgedichtet und mit Hilfe von Aluminiumi®lvor Licht geschitzt. Nach
der Assemblierungszeit von etwa 18h wird die Losahgeschittet und die Trager
werden einzeln in Methylenchlorid gespult. AnscBéed werden sie unter;N

Atmosphare in Kunststoffrohrchen unter Lichtschygiagert.

7.3.2.2 4-Benzoylbenzoesaurechlorid

1,33g 4-Benzoylbenzoesaure werden in einem 100midkalben mit 1,22g P¢l
versetzt und in 10ml Diethylether gelést. Der Kolbgird wenige Minuten
geschiittelt, bis die Feststoffe geldst sind. Ans@and wird der Dieethylether am
Rotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperainretwa 30°C abrotiert. Der
Druck wird dabei allmahlich auf Ombar abgesenktr Qetrocknete Ruckstand,
bestehend aus dem 4-Benzoylbenzoesaurechlorid, wiird 100ml Toluol
aufgenommen. Die so vorbereitete Losung wird irsehsblierungsgefaRe gefullt
und die frisch aufgedampften Goldtrager vollstandigngetaucht. Nach einer
Reaktionszeit von 23h werden die Trager einzelnGriCl, und Toluol gespilt und

unter N Atmosphéare gelagert.
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7.3.3 Monolayerpraparation mit Polymer Ho5900/Ho000

7.3.3.1 Reinigung des Langmuir-Blodgett-Troges

Der Langmuir-Blodgett Trog wird zundchst mit einenit Diethylether getrankten
staubfreien Tuch ausgerieben. Danach wird er drali it MQ-Wasser komplett
beflllt und das Wasser anschlielRend abgesaugt. &aeluitem Beflillen des Troges
mit MQ-Wasser wird die Reinheit der Wasseroberféécimit Hilfe der
Plattenmethode nach Wilhelmy Uberprift [Wilhelmy 638 Erst wenn der
Oberflachendruck auch nach dem Zusammenfahren ateieBen nicht ansteigt wird

mit der Spreitung der vorbereiteten Polymerlosuagamnen.

7.3.3.2 Spreitung

Auf die wassrige Subphase des gereinigten LB-Trogsl mit Hilfe einer
Mikroliterspritze die in CHG geldste Substanz dicht Uber der Wasseroberflache
aufgebracht. Der Druck sollte nach dem Aufbringaree Wert von 1 mN/m nicht
Ubersteigen. Je nach gewtlnschtem Zieldruck kannS&n der Kompression bei
hoheren Filmdricken notwendig werden. Nach Absclef3Spreitung wird etwa 15
min gewartet, um dem LAsungsmittel Zeit zum voligigen Verdampfen zu geben.
Wahrenddessen wird der Oberflachendruck beobach&ellen sich keine
wesentlichen Anderungen mehr ein, kann mit der Kasgion, sowie nachfolgend

mit dem Ubertrag der Schicht auf feste Substratgpbnen werden.

7.3.3.3 Ubertrag

Nach dem Spreiten wird der Polymerfilm mit Hilferdeeweglichen Barrieren des
Troges bis zum gewiinschten Zieldruck bzw. Ubertnggdruck komprimiert. Der
Wert des Zieldrucks wird abhéangig von der jeweilsrwendeten amphiphilen
Substanz mit Hilfe einer Isotherme ermittelt. Zubbertrag der Monoschicht wird

der zuvor in die Subphase abgesenkte Trager langdaich die Grenzflache

- 156-



Wasser/Luft herausgezogen. Es kommt zum Ubertrag/ai@rientierten Molekiile

auf die praparierten Substrate.

7.3.3.4 Trocknung/ Anregung der photoreaktiven Yfetbng zur kovalenten

Anbindung des Monolayers

Nach dem Aufbringen der Monoschicht werden die @régntweder ungetrocknet
oder getrocknet (Trockenschrank 39°C 20h unter MaRuund anschlieend mit
UV-Licht bestrahlt. Die Bestrahlung erfolgt in see&hter Anordnung zur Lampe.
Die anzubindenden Schichten zeigen dabei in Richtder UV-Lampe. Als
Zeitrahmen wurde eine Dauer von 15min gewahlt.

Die zur Bestrahlung der Substrate verwendete Lawgeeine Quecksilber-
Hochdruck UV-Lampe (500W, Oriel).

7.3.4 Herstellung der Polymerlésungen Ho5900/ HG900

Die verwendeten Polymerlésungen werden in einerzi€ntration von 1-2 mg/ml
verwendet. Das feste pulverformige Polymer wirdein Mel3kdlbchen mit 1ml
Inhalt eingewogen, als Losungsmittel dienen zunaerenige Tropfen Methanol,
anschlieBend wird das MelRkdlbchen langsam mit GHG@hter stadndigem
vorsichtigem Umschutteln aufgefillt. Ein leichteswarmen der Lésungen kann
notwendig werden, wenn sich einzelne Polymerpdrtikieht auflosen. Das
Erwarmen wurde jedoch weitestgehend vermieden, une &ersetzung der
Moleklle ausschlieen zu koénnen. Nach der Hersigllwird die Lésung

umgeschiittelt und einige Zeit stehen gelassen ctiamid erneut homogenisiert.

7.4 Ubertrag von Mischungen Polymer Ho9000/Lipid

Fur den Ubertrag von gemischen Monoschichten awf biereits bekannten
goldbedampften Glassubstrate wurde der Unterbabidé@ren Mischung verwendet.
Die Pré&paration erfolgte analog 7.3.1.1. Als phea&tive Verbindung wurde
wiederum das Azid benutzt. Praparation erfolgte wnéer beschrieben. Auf die so
vorbehandelten Goldtrager werden mit Hilfe der Lmang-Blodgett-Technik die

gemischten Schichten aus Polymer Ho9000 und Lipierttagen. Die Mischungen
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wurden in unterschiedlicher Konzentration hergéstélunachst wurde eine frische
Losung des Polymers analog 7.3.4 hergestellt. Amftdnd wurden die

verschiedenen Mischungskonzentrationen hergestellt

7.4.1 Mischung mit Diphytanoylglycerin

Die Mischung aus Homopolymer Ho9000 und Lipidkomgate wurde mit dem
Lipid Diphytanoyl-Glycerin (DPG) [Schiller 2004] hgestellt. Mit Hilfe der

Langmuir-Technik wurde ein Gemisch aus 0,2mg/ml G089 und 4mg/ml DPG
Ubertragen. Es erfolgte zunachst ein Vorversuchregieen physisorbierten Schicht,
d.h. es erfolgte keine Bestrahlung der Trager mit-Litht. Die folgenden SPR
Untersuchungen zeigten Schichtdicken- Werte deérbm Mischung. Auch die
Ergebnisse der durchgefiihrten IS Messungen liefertmmweise darauf, dass die
Vesikelspreitung und Komplettierung der vermeimio Monoschicht zur
Doppelschicht direkt auf der Mischung der Alkantbicstattfanden. In einem
weiteren Schritt sollten daher Anbindung und Eggraften gemischter

angebundener Schichten untersucht werden.

7.4.2 Mischung mit 1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Biblmocholin

Mischungen aus dem Homopolymer Ho9000 und 1,2-Dgoyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholin (DiphytPC) als Lipidkomponente wurden unterschiedlichen
Konzentrationen hergestellt und ihre Eigenschafterch SPR bzw. IS untersucht.
Mit folgenden Mischungen erfolgte ein Ubertrag Blenoschichten anschlieRende

Untersuchungen .

Ho9000 80mol%
DiphytPC 20mol%

Ho9000 50mol%
DiphytPC 50mol%

Ho09000 20mol%
DiphytPC 80mol%

1mg Polymer
0,0235mg Lipid

1mg Polymer
0,094mg Lipid

1mg Polymer
0,376mg Lipid

Tabelle 7-1: Einwaagen fir die gemischten LosurggenHomopolymer Ho9000 und dem Lipid

1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin
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Stammldsung: DiphytPC 0,5876mg/ 500ul Chloroformwb®,94mg DiphytPC/
1000uI Chloroform. Zur Herstellung der Gemische deer jeweils 1 mg Ho9000 in
ein 1ml Mel3kdlbchen eingewogen, mit wenigen Tropfelethanol versetzt,
anschlieend wenige pl Chloroform zugegeben undchéib8end die jeweils
benétigten Mengen Lipidlosung eingewogen. Um detmaglen Ubertragungsdruck
fur die Mischungen zu ermitteln wurden fir jedesn@eh vor jedem Ubertrag
Druck-Flachen Isothermen gemessen. Die gemessengrk-Blachen Isothermen

dienen gleichzeitig als Kontrolle der Stabilitdt derwendeten Losungen.

7.4.3 Herstellung der 1,2-Diphytanoyl-sn-Glycer&Besphocholin-Vesikel

1mg des verwendeten Lipids 1,2-Diphytanoyl-sn-Glgeg-Phosphocholin
(Iyophilized powder; M=846,27 Avanti Polar Lipid#dlabaster USA; 850356)
wurden in ein gereinigtes Glasgefal? eingewogen wA80ul ATPase Puffer
zugesetzt. Die Lipidldsung wurde fur mindestensbEn Raumtemperatur stehen
lassen. Die Vesikelherstellung erfolgt durch Extasdurch 50nm Polycarbonat
Filter der Firma Avanti Polar Lipids. Die fertigee¥ikellésung bleibt etwa 7 Tage
stabil; bei den meisten Versuchen wurde allerdijaygeils eine frische LAsung

angesetzt.

7.4.4 Glasreinigung

Sowohl die verwendeten Glassubstrate aus LaSFN9-Gler Firma Hellma
(n=1,845) sowie die BK7-Glaser wurden vor der theamen Bedampfung mit Gold
nach folgendem Verfahren gereinigt [Wieder 1998]:

Bei Raumtemperatur 15 min im Ultraschallbad (Faand®ex, Modell Super
RK 510H) in einer 2%igen Helmanex-Losung, einer abdichen
Detergenslosung (Fa. Helma)

Mehrfaches Spulen mit Milli-Q Reinstwasser (Mill-@nlage, Fa. Millipore,
R=18,2 M\Acm)

15min im Ultraschallbad bei Raumtemperatur in MliWasser
mehrfaches Spilen mit Milli-Q Reinstwasser

15min im Ultraschallbad bei Raumtemperatur in EtharChromasolv
Qualitat (Fa. Riedel de Haen)
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Die auf diese Art und Weise gereinigten Glassubstrarden im Stickstoffstrom
getrocknet und anschlieRend in die Aufdampfanlagetzermischen Bedampfung

mit Gold eingebaut.
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7.4.5 Gold auf LaSFN9-Glassubstraten

Die thermische Bedampfung von 50nm Gold auf dieigegten Substrate wurde bei
einem Druck von p=1x10-6 mbar in einer Aufdampfgelader Firma Edwards
(Modell FL400 mit Auto 306) durchgefuhrt. Die Aufdafrate fiur die ersten 10nm
der Goldschicht betrug 0,1nm/s; anschlieRend wualideRate auf 0,2-0,3nm/min
erhoht. Das Anwachsen der Goldschicht wurde mifeHdines Schwingquarzes
verfolgt. Nach Erreichen der gewlnschten Enddiake einer Abkuhlzeit von etwa
15min wurden die frisch bedampften Trager sofort die entsprechenden

Assemblierungslésungen getaucht.

7.5 Untersuchungsmethoden

7.5.1 Oberflachenplasmonen-Spektroskopie (SPR+8pképie)

Monochromatisches Licht eines HeNe-Lasers der Fitbnghase, Modell 1105P
(I =632,8nm) wird mit Hilfe eines mechanischen Chopfféa. EG&G, Modell 197)
rechteckmoduliert. Ein Polarisator  wird zur Eitisteg der Laserintensitat
verwendet. Mit einem zweiten Polarisator (Fa. Halled das Licht p-polarisiert.

In der Abbildung ist eine schematische Darstelludgs kombinierten
Messaufbaus der Oberflachenplasmonen- sowie Impe8ipektroskopie
wiedergegeben. Der Laserstrahl trifft auf ein Pagqfa.Spindler & Hoyer, n=1,845).
Das Prisma ist mit Immersionsél (Fa. Cargille Lattories, n=1,9) an einen
Glastrager optisch gekoppelt. Prisma, Immersiossilie der Objekttrager besitzen
denselben Brechungsindex. Auf der dem Prisma abhg#tera Seite des Glastragers
befindet sich eine thermisch aufgedampfte Gold$thaer Dicke d=50nm sowie
eine gekoppelte Probenschicht, die als Dielektrikwirkt. Das von der Probe
reflektierte Licht wird durch eine Linse der Brergite f=50mm auf eine Photodiode
fokussiert. Das Signal wird mit Hilfe eines LockMerstarkers (Fa. EG&G, Modell
5210) gemessen und mit Hilfe eines Rechners aufgers. Probe und Photodiode

sind auf einem Zweikreisgoniometer (Fa. Huber) neshtind werden mit 5-Phasen-
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Schrittmotoren (Fa. HubeBao= 1/1000° img/2g-Modus bewegt, deren Steuerung

Uber einen zweiten Rechner erfolgt.

7.5.2 Impedanz-Spektroskopie (I1S)

Die Impedanzmessungen wurden mit Hilfe einer Koratiam eines Potentiostaten
(Fa. EG&G, Typ 273 A) mit einem Frequenz-Gener#&palysator (Fa. Solatron, Sl
1269) durchgefuihrt. Die Steuerung erfolgte mit élidles Programms Zplot (Fa.
Scribner Associates, Inc., Charlottesville, USArdfen 2.1b), die Auswertung der
gemessenen Daten mit dem Auswerteprogramm Zview $€abner Associates,
Inc., Charlottesville, USA, Version 2.1b). Alle Imganzmessungen fanden in einer
Drei-Elektroden-Anordnung  bestehend aus einer Asbliktrode WE
(aufgedampfte Goldschicht), einer Gegenelektrode-D¢@ht) sowie einer
Referenzelektrode (Ag/AgCl/3M NaCl; Fa. BioanalgticSystems, Modell Re-5)
statt. Die Amplitude der EO der Wechselspannungdeuso gewahlt, dass eine
Stérung des Systems weitgehend ausgeschlossen nvekdente. Bei allen
durchgefihrten Messungen betrug die WechselspannE®g 10mV; der
Frequenzbereich lag zwischen 50kHz und 1MHz. Jegguenz wurde wahrend

zweier Zyklen gemessen.

7.5.3 Fluoreszenzerholung nach Photobleichung

Die fir die Fluoreszenzerholung nach Photobleichu(feRAP)-Messungen
praparierten Schichten wurden mittels Langmuir-&ah@ransfer zur Doppelschicht
komplettiert. Die jeweils verwendeten Lipide wurdeit 1 mol% 1-Myristoyl-2-[12-

[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl) amino]  Dodecgi}o sn-  Glycero-3-

Phosphoethanolamin (NBD-PE) gemischt. Die Lipidiisty wurde auf dem
Langmuir-Blodgett Trog gespreitet und bis zu eingmeldruck von 25mN/m

komprimiert. Die Trager wurden anschliel3end vorsgchit einer Pinzette bis dicht
Uber die Oberflache gebracht und anschliel3end diiechipidschicht getaucht. In
der Subphase angekommen wurden sie in speziellss&lalchen Uberfuhrt, die
einen Transport unter wassrigen Bedingungen ercfitghh und anschlieRend so
rasch wie moglich gemessen. Die Messungen wurdereiner selbstgebauten
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Messanordnung durchgefuhrt. Fir die Floureszenni@uhen wurde ein optisches
Mikroskop der Fa. Olympus (Olympus IX 70) verwendgie Probe wurde mit einer
Hochdruckquecksilberlampe (Olympus HBO 100) in Kamakion mit einem Filter
(470-490 nm) bestrahlt. Das emittierte Licht wudiech einen Filter (BA 515 nm)
auf eine Kamera gelenkt (Photonic Sciences) und@hdeine frame grabber card
(Scion) digitalisiert. Fur die Messungen wurde fditfe der 488 nm Linie eines
Argon Lasers (Innova, Coherent) ein spot von 4,Zpunchmesser gebleicht. Das
emittierte Licht wurde mit einem Photomultiplier gessen (Thorn EMI). Um
zusatzliche bleichende Anteile wéhrend der Messurggszuschlielen wird die
Laser Intensitat durch eine Reihe von Pockel Zellewl linearen Polarisatoren
(Gsénger) reduziert. Das Ausbleichen wird durclerikurzen Puls (ca 60 ms) der
nicht-modulierten Laserintensitat (typischerweis&/att) durchgefihrt.

Die erhaltenen Daten wurden mit dem Modell von Aceél[Axelrod et al
Biophysical Journal, 16, 1976, p.1055-1069] analysi Die lateralen
Diffusionskoeffizienten sowie die Erholung (relaivecovery) wurden durch die

Simulation durch einen Marquart-Levenberg Algoritlerermittelt.
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