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Abstract

The aim of this study was to investigate the long term stability and lateral mobility of
micro-BLMs (black lipid membrane) by means of impedance spectroscopy and
fluorescence microscopy. Micro-BLMs are a novel hybrid system based on porous silicon
that combines the advantages of solid supported membranes and freestanding lipid
bilayers.

By means of fluorescence microscopy and impedance spectroscopy, it was shown that
micro-BLMs rupture independently from each other, resulting in a continuous decrease
in membrane resistance.

To determine the lateral mobility of the lipids in micro-BLMs, fluorescence recovery
after photobleaching (FRAP) was used. The diffusion coefficient of micro-BLMs,
composed of a submonolayer of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol
(DPPTE), on which 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPhPC) was painted,
was determined to be (9 +5) um2 s with an immobile fraction of (24 +5) %. Small
amounts of solvent remain in the micro-BLMs, which contributes to the fluidity of the
membrane system. This was deduced from the fact that pore suspending membranes
prepared by spreading of giant unilamellar vesicles on porous silicon with the same pore
diameter and also functionalized with DPPTE exhibit a diffusion coefficient that is by a
factor of two smaller compared to the solvent-containing micro-BLMs. Diffusion
measurements of the upper lipid monolayer demonstrated that only this monolayer
contributes significantly to the lateral mobility. Finite-element-simualtions elucidated
that the measured diffusion coefficient is the sum of two individual diffusion constants,
one that can be attribed to the free diffusion of the lipids in the pore suspending
membrane area, while the other one is due to diffusion of the phospholipids on the pore
rims.

The lateral diffusion of lipids in solvent free micro-BLMs prepared on the one hand on
DPPTE and on the other hand on the spacer lipid (cholesterylpolyethylenoxy)thiol
(CPEO3) was compared. Compared to solvent-free micro-BLMs prepared on DPPTE
functionalized substrates, the diffusion coefficient on CPEO3 functionalized substrates
was by a factor of 1.8 larger, while the immobile fraction was by a factor 2 lower. This is
caused by a lower surface coverage of CPEO3, which provides free space for the
formation of mobile non immobilized lipid areas in the bottom lipid monolayer leading
to an increased mobility of the lipids.

The insertion of diacetylene lipids (23:2 PC diyene) in the membrane and its
polymerization by irradiation with UV-light resulted in a reduction of the lateral mobility
of the membrane lipids.

In summary, the results demonstrate the strong influence of the boundary conditions
(pore size, surface functionalization) on the lateral mobility of the lipids and the long
term stability of the pore suspending membrane. It has been proven that micro-BLMs
can serve as an adequate model system for biological membranes.
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1 EINLEITUNG

1.1 Biomembranen

Einer der wichtigsten Bestandteile einer lebenden Zelle ist die Plasmamembran, die eine
Trennung zwischen dem Cytosol und der duReren Umgebung ermoglicht. Gleichzeitig
bietet die Membran die Moglichkeit des selektiven Austausches von Wasser, lonen und
Substraten, die fiir den Energiehaushalt unentbehrlich sind, zwischen dem Inneren und

dem AuReren der Zelle.

Des Weiteren besitzt eine solche Membran kapazitive Eigenschaften, die eine
Potentialdifferenz zwischen dem intrazellularen und extrazellularen Raum der Zelle
aufbauen. Diese Potentialdifferenz ermoglicht eine Signallbermittlung zwischen den
Zellen untereinander sowie der Kommunikation zwischen dem extrazellularen Raum und

dem Cytosol .

Abb. 1.1: Fluid mosaic Modell der Zellmembran nach Singer und Nicolson ?_In die zweidimensionale fluide Matrix aus
Lipiden und Cholesterol sind Proteine eingebettet 3
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Der Hauptbestandteil biologischer Membranen sind Lipide, Proteine und bei tierischen
Zellen Cholesterin. Demnach bilden Membranen ein komplexes Vielteilchensystem.
1972 wurde von Singer und Nicolson das fluid mosaic Modell postuliert ’. Die Lipide
bilden dabei eine zweidimensionale Matrix, in der sich die integralen Proteine frei
bewegen konnen, sofern dies nicht durch spezifische Wechselwirkungen unterbunden
wird (Abb. 1.1) % Fast alle integralen Proteine sind Transmembranproteine, die die
Lipiddoppelschicht vollstandig durchspannen. Periphere Proteine sind (iber polare

Wechselwirkungen an die MembranauRenseite gebunden.

Unter den Lipiden, die einen der Hauptbestandteile der Membran bilden, versteht man
circa 2,5 nm lange amphiphile Molekdle, d. h. sie bestehen aus einem hydrophilen und
einem hydrophoben Anteil. Wahrend der hydrophobe Teil durch zwei Fettsaureketten
bestimmt wird, besteht der hydrophile Teil aus der polaren Kopfgruppe des Lipids. Die
zwei Fettsdureketten sind mit den Hydroxygruppen am C1 und C2 des Glycerins
verestert. Der gemeinsame charakteristische Bestandteil der Phospholipide ist ein
Phosphorsdure-Rest. Dieser ist mit der Hydroxygruppe am C3 des Glycerins verestert.
Aufgrund ihrer amphiphilen Struktur besitzen die Lipidmolekiile die Tendenz, geordnete
Aggregatstrukturen auszubilden, deren Ordnungsgrad von den Langen der
Fettsdaureketten und der Anzahl der Doppelbindungen abhangt. Im fluid mosaic Modell
sind die meisten Membranlipide aufgrund des Entropiegewinns im Wasser und ihrer
Geometrie bestrebt, Lipiddoppelschichten auszubilden. Die hydrophilen Kopfgruppen
bilden hierbei die Grenzflaiche zum wassrigen Medium der Zelle und die hydrophoben

Fettsdaureketten ragen in die Membran hinein.

Die einzelnen Membrantypen einer Zelle unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung.
Die biologischen Eigenschaften werden vorwiegend durch die Art der in der Membran
befindlichen Proteine bestimmt, wohingegen die physikalischen und chemischen

Eigenschaften durch die Lipidzusammensetzung beeinflusst werden >,
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1.2 Artifizielle Membransysteme

Native Membranen bilden ein komplexes Vielteilchensystem, so dass es zum Telil
schwierig ist einzelne Prozesse innerhalb einer Membran, wie z.B.
Transportmechanismen durch eine Membran oder Wechselwirkungen zwischen
Membrankomponenten, detaillert zu untersuchen. Daher bedient man sich gerne
artifizieller Membransysteme, die eine definierte Zusammensetzung der gewiinschten
Lipide aufweisen. Uber diese Zusammensetzung lassen sich die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Membran einstellen, mit dem Wunsch, eine gute Ubereinstimmung
zu denen einer Zellmembran zu erhalten. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist unter anderem
die Fluiditat des artifiziellen Membransystems sowie die mechanische Stabilitat. Je nach
Praparationsmethoden kdnnen so verschiedene Membransysteme hergestellt werden,

die die gewiinschten Eigenschaften aufweisen.

Das einfachste Modellsystem ist eine Lipidmonoschicht an der Wasser-Luft-Grenzflache,
die sich spontan ausbildet, wenn amphiphile Lipidmolekile auf die Oberflache einer
wassrigen Phase aufgebracht werden. Die Untersuchung solcher Lipidmonoschichten
erfolgt auf einer Langmuir-Filmwaage. Diese ermoglicht es, die den Lipiden zur
Verfligung stehende Flache zu variieren. Die Kompression der Lipide schriankt die
Beweglichkeit der Fettsaureketten ein und es kann zu einem Phaseniibergang bzw. auch

zur Domanenbildung der Lipide innerhalb der Monoschicht kommen e,

Festkorperunterstiitzte Membransysteme: Ein weiteres Modellsystem ist die
festkorperunterstitzte Membran (solid supported membrane, SSM) (vgl. Abb. 1.2).
Hierbei wird ein Substrat mit einer Lipiddoppelschicht oder -monoschicht belegt. Dieses
Membransystem besitzt eine hohe Stabilitdit und bietet die Maoglichkeit

oberflachensensitive Methoden, wie Oberflaichenplasmonenresonanz 7, Ellipsometrie 8,

9 10

Rasterkraftmikroskopie oder Quarzmikrowaagetechnik zur Untersuchung zu

verwenden.
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BLM

\
Biomembran ’ \

mikro-/nano-BLM

Abb. 1.2: Vier grundlegende Modellsysteme fir artifiziele Membranen: Vesikulaire Membranen (Liposomen),
freistehende Membranen (black lipid membrane, BLM), poreniiberpannende Membranen (nano-/mikro-BLM) und
festkérperunterstitzte und tethered Membranen (SSM, tBLM).

Die  einfachste = Methode zur  Prdparation von festkorperunterstiitzten

1 Fur die

Lipiddoppelschichten (SSM) ist das Spreiten von unilamellaren Vesikeln
Vesikelbildung quellen Lipidfilme zundchst in einer wassrigen Losung. Es bilden sich
unilamellare oder multilamellare Vesikel, je nach verwendetem Lipid, aus, die aus
spharisch angeordneten Lipiddoppelschichten bestehen. Diese multilamellaren Vesikel
konnen z. B. Uber die Beschallung mit Ultraschall 12" der Extrusionsmethode nach
MacDonald 2 oder der Dialyse von Detergenz-Lipid-Gemischen ** in unilamellare Vesikel
Uberfihrt werden. Diese so erzeugten unilamellaren Vesikel werden auf
Festkérperoberflichen gespreitet . Eine weitere Methode um festkdrperunterstiitzte
Lipiddoppelschichten zu erzeugen, ist die Langmuir-Blodgett-Technik '® *’. Hierbei
werden die Lipide auf einer Wasseroberfliche gespreitet. Anschliefend wird ein
hydrophiles Substrat bei gleichbleibendem Oberflachendruck aus der Subphase der
Wasseroberflache bewegt. Die Lipide werden dabei auf das Substrat (ibertragen, wobei

die hydrophilen Kopfgruppen mit dem Substrat wechselwirken. Auf dieser hydrophoben

Oberflache kann durch ein erneutes Eintauchen eine zweite Monoschicht abgeschieden
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werden. Bei diesem Praparationsschritt lagern sich die Lipide mit ihren hydrophoben

Alkylketten an die erste Monoschicht. Es liegt somit eine Lipiddoppelschicht vor.

Eine andere Methode zur Ausbildung einer ersten hydrophoben Monoschicht auf einem
Festkorper findet sich in der Chemisorption oder Selbstorganisation von
Alkanthiolen *® *° oder Thiolipiden %° auf Goldoberflichen (Abb. 1.2). Die Bildung der
zweiten Monoschicht erfolgt entweder tiber Vesikelspreiten % oder tiber das Aufbringen
einer Lipidlosung in n-Dekan auf die Substratoberflache 22 Diese sogenannten painted
supported membranes (PSM) bilden spontan durch Zugabe einer wassrigen Losung eine

Lipiddoppelschicht aus.

Der Vorteil der festkdrperunterstiitzten Membransysteme liegt in ihrer langen
Lebensdauer, die durch den tragenden Festkérper erreicht wird. Die Langzeitstabilitat
der festkorperunterstitzten Lipidbilayer auf Glas, Silizium, Glimmer oder auch Metall

betragt mehrere Tage bis hin zu Wochen 2325

. Nachteilig ist das System fir die
Integration von Membranproteinen und Peptiden. So kann durch den geringen Abstand
zwischen der Unterseite der Lipiddoppelschicht und dem stiitzenden Substrat von circa
0,02 — 1 nm 2°, der durch einen diinnen Wasserfilm gegeben ist, die Funktionsweise der
Proteine beeinflusst oder sogar gestort werden. Daher wurden diese Membranen
dahingegend weiterentwickelt, dass das Substrat durch ein Gel, z. B. ein Agarosegel,
ersetzt wurde *’. Diese Membransysteme bieten durch das stark viskose Substrat zum
einen eine ausreichende Stabilitat, und zum anderen ermoglicht das Gel eine ungestorte

Signalibermittlung *®. Solche planaren Membransysteme werden als salt bridged black

lipid membranes oder kurz sBLMs bezeichnet

Eine anderer Ansatz, um den Abstand zwischen Substrat und der Lipiddoppelschicht
kontrolliert zu vergroRern, findet sich in den sogenannten gebundenen (tethered) BLMs
(tBLM) (Abb. 1.2). GroRere Transmembranproteine kénnen sich in einer Membran nur

dann frei bewegen, wenn ein Minimalabstand von der Oberflache von 5-10 nm gegeben

26

ist ©°. Dieser Abstand kann mit den sBLMs nicht erreicht werden, da erst die

Verwendung von Spacern eine Entkopplung von Substrat und Lipiddoppleschicht mit sich

29-31

bringt . Diese Spacer besitzen einen hydrophilen Teil, der Gber Chemisorption an die

Festkorperflache adsorbiert wird. Der gewonne Zwischenraum dient als lonenreservoir,
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der von Bedeutung fiir den Einbau von Proteinen, die lonen durch die Lipiddoppelschicht
transportieren, ist >%. Der hydrophobe Teil des Spacers wird in die Lipiddoppelschicht

insertiert und bindet diese somit an den Festkorper.

Freistehende Membran: Ein weiteres etabliertes Modellsystem sind die sogenannten
black lipid membranes (BLM) (Abb. 1.2). Hierbei handelt es sich um eine freistehende
Lipiddoppelschicht, die sich (iber ein kleines Loch in einem hydrophoben Plastik, z. B.
Teflon oder Delrin, spannt. Die BLM stellt ein gutes experimentelles Modell beziiglich
der Eigenschaften einer natirlichen biologischen Membran dar. Die freistehende
Lipiddoppelschicht in einer Elektrolytlésung kann mit lonenkandlen oder
porenbildenden Proteinen modifiziert werden, was das Modell der biologischen
Membran noch besser beschreibt, da eine Kontaktierung von beiden Seiten maoglich ist.
Daher werden BLMs besonders im Rahmen der Untersuchungen von lonenkandlen und
33

lonenpumpen  durch  Einzelkanalmessungen , beziehungsweise in der

Impedanzspektroskopie 3 verwendet

Zur Herstellung von BLMs haben sich zwei unterschiedliche Methoden etabliert. Diese
sind die Miller-Rudin *> und die Montal-Miiller-Technik . Miller und Rudin wurden
1962 durch die Selbstorganisation von Seifentensiden, die den Phospholipiden dhnlich
sind, dazu veranlasst, das Verhalten der Phospholipide in einem wassrigen Medium zu
untersuchen. Die Phospholipide bilden, abhdngig von ihrer Konzentration, in einem
wassrigen Medium eine Lipiddoppelschicht aus. Bei der Miller-Rudin-Methode wird
daher das Lipid in einem organischen Losungsmittel, z. B. n-Dekan, gel6st und Uber ein
Loch in einem hydrophoben Substrat, das zwei wassrige Kompartimente voneinander
trennt, aufgepinselt. Das organische Losungsmittel diffundiert mit der Zeit aus dem
Lipid-Losungsmittel-Tropfen heraus in das wassrige Medium und in den Randbereich des
Loches, der sogenannten Plateau-Gibbs-Grenze (Abb. 1.3). Uber Selbstorganisation der
amphiphilen Molekiile bildet sich so eine Lipiddoppelschicht aus, die das Loch
Uberspannt. Die Bildung der BLM kann optisch mit einem Auflichtmikroskop verfolgt
werden. Kurz nach Aufbringen des Lipid-Losungsmittel-Tropfens beginnt die Membran
auszudiinnen, d.h. das Losungsmittel diffundiert nach aulen. Wahrend des
Ausdiinnprozesses kann man beobachten, dass genau wie bei Seifenblasen Bereiche

verschiedener Farben durch die entstehende Membran ziehen 3”3,
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R

Abb. 1.3: Schematische Zeichung einer BLM, die nach der Miller-Rudin-Technik hergestellt wurde. An einem
hydrophoben Substrat in wassriger Umgebung orientieren sich die amphiphilen Lipidmolekile zu einer
Lipiddoppelschicht. Die organischen Losungsmittelreste sammeln sich bevorzugt in der Plateau-Gibbs-Grenze an.

Nach Bildung der Membran erscheint diese schwarz, da die Schichtdicke von 4-6 nm der
Membran dafiir sorgt, dass eine destruktive Interferenz im sichtbaren Bereich des
Lichtes verursacht wird. Fur die destruktive Differenz ist ein Phasensprung um m/2 bei
der Reflextion eines Lichtstrahls an einem optisch dichteren Medium, in dem Fall die sich
ausgebildete Membran, verantwortlich. Die vernachldssigbare Schichtdicke der
Membran sorgt fiir keine weitere Phasendifferenz. Die Benennung der black lipid

membrane (BLM) resultiert aus dem Effekt, dass sie nach Bildung schwarz erscheint.

Eine anderes Verfahren BLMs herzustellen bietet die Montal-Miiller-Technik *°. Diese
Methode basiert darauf, dass auf die Oberflache zweier wassriger Kompartimente eine
Lipidlésung in einem leichtflliichtigen Losungsmittel, z. B. Cholorform, gegeben wird.
Dieses Losungsmittel verdampft und zuriick bleibt eine Lipidmonoschicht. Uber die
Regulation des Flissigkeitsspiegels werden diese Monoschichten in den beiden
Kammerkompartimenten (ber das Loch gespannt und vereinen sich zu einer
Lipiddoppelschicht. Dieses Verfahren bietet die Moglichkeit asymmetrische Membranen
herzustellen, wie man sie in allen Organismen findet ** *°. Der Vorteil gegeniiber den
BLMs nach Miller-Rudin resultiert daraus, dass kein Losungsmittel in der
Lipiddoppelschicht vorhanden ist und membranmodifizierende Proteine durch das
restliche Losungsmittel in der Membran unbeeinflusst bleiben. Bei den

l6sungsmittelhaltigen BLMs nach der Prdparationsmethode von Miiller-Rudin besteht
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die Moglichkeit, dass membranmodifizierende Proteine denaturiert werden und somit in
ihrer Aktivitat gehemmt werden. BLMs sind deutlich weniger stabil als

festkorperunterstiitzte Membransysteme.

Poreniiberspannende Membranen: Ein Kompromiss aus den festkdrperunterstiitzten
und den freistehenden = Membranen bieten die porenilberspannenden
Membransysteme. Je nach Porendurchmesser der pordsen Substrate, Uber die sich die
Membranen spannen, werden diese als nano- oder mikro-BLMs bezeichnet (Abb. 1.2).
Dieses Membransystem soll beide Vorteile der zuvor beschriebenen
festkorperunterstitzten und freistehenden planaren Membranen vereinen. Dies ist zum
einen die Langzeitstabilitat der festkorperunterstiitzten Membranen und zum anderen
die Kontaktierungsmoglichkeit beider Membranseiten der BLMs. Die Idee hinter diesem
System ist, dass die Gesamtflache, die von einer BLM (berspannt wird, soweit verringert
wird, dass hieraus eine hohere Stabilitit des Membransystems auf den porosen

Substraten resultiert.

Zur Minimierung des Porendurchmessers benutzen Fertig et al. beispielsweise
Glassubstrate, in die Uber die single ion track-Technik 1-10 um grofRe Locher erzeugt
wurden. Mittels einer DPhPC-Losung in n-Dekan wurden die mikro-BLMs (ber den
einzelnen Lochern im Glassubstrat erzeugt und lieferten flir BLMs typische Werte der
Membrankapazitat (0,5 uF cm™?) und des Membranwiderstandes (1-100 GQ). Des
Weiteren wiesen diese bereits eine groflere Langzeitstabilitat als die klassischen BLMs

auf 442,

Pordse Polycarbonatfolien mit einer Porendichte von 10°-10° Poren cm™ und einem
Porendurchmesser von 1um wurden von Favero et al. zur Herstellung von
porentiberspannenden Membranen verwendet. Die Polycarbonatfolien wurden vor der
Membranpraparation zundchst mit Gold beschichtet und mit Octadecanthiol
hydrophobisiert. Danach wurde eine Lipidldsung in n-Dekan aufgebracht. Favero et al.
gelang es, einen ionotropen Glutamatrezeptor fiir die Detektion von Glutamat in die
poreniiberspannenden Membranen einzubauen. Des Weiteren wiesen die

poreniiberspanndenen Membranen eine ausreichende Stabilitat in einer
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Durchflusskammer auf, so dass die Losung auf beiden Membranseiten vollstandig ersetzt

werden konnte ** %,

Neben den Glassubstraten und Polycarbonatfolien findet sich auch bevorzugt Aluminium
oder Silizium zur Herstellung der pordsen Substrate. So verwendeten Steinem et al.
nanoporose Aluminate, die tGber einen Anodisierungsprozess des Aluminiums hergestellt
wurden. Die PorengroBe dieser siebartigen Struktur wurde (ber die

45-47 .
. Die

Anodisierungsparameter eingestellt und liegt im Bereich von 60-280 nm
Oberflache des Aluminats wurde mit Gold beschichtet und (ber Chemisoption von
Thiolipiden fiir die Membranpraparation funktionalisiert. Als Praparationsmethode der
nano-BLMs wurde die Miiller-Rudin-Methode verwendet. So war es moglich, diese
Substrate fir Einzelkanalmessungen zuganglich zu machen . Die nano-BLMs zeichnen
sich durch hohe Membranwiderstande und Stabilitdtszeiten von mehreren Tagen aus *.
Es konnte das Membranprotein OmpF aus Escherichia coli erfolgreich in diese nano-

BLMs rekonstituiert werden und Uber Einzelkanalmessungen seine Kanalaktivitat

untersucht werden .
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1.3 Beweglichkeit von Lipiden innerhalb der Membran

Eine hohe molekulare Beweglichkeit spielt eine wichtige Rolle fir die Vielfalt der
notwendigen Transportprozesse in Membranen. Drei mogliche Arten von Mobilitat in
einer Lipiddoppelschicht kénnen unterschieden werden. Diese sind die Rotation der
Lipide um die eigene Achse, die transversale und die laterale Diffusion in der

Lipiddoppelschicht.

A B C
extrazellularer Raum extrazellularer Raum
¢" ————— ~~~s
L4
s~~. e
intrazellularer Raum intrazellularer Raum

Abb. 1.4: Bewegungsarten von Lipiden in einer Lipiddoppelschicht. (A) Lipidrotation, (B) transversale Diffusion (Flip-
Flop) und (C) laterale Diffusion.

Bei der Lipidrotation handelt es sich um eine schnelle anisotrope Rotationsdiffusion der
Lipide um die bevorzugte Lipidorientierung (vgl. Abb. 1.4 (A)). So konnten z.B. von
Klauda et al. aus *'P-NMR spin-lattice relaxation-Messungen Rotationskorrelations-
zeiten von 5-10 ns bei einer fluiden Dipalmitoylphosphatidylcholin-Lipiddoppelschicht

ermittelt werden *°.

Bei der transversalen Diffusion handelt es sich um den Wechsel eines Lipids von einer
Membranseite zur anderen (vgl. Abb. 1.4 (B)). Dieser Vorgang wird auch als Flip-Flop
bezeichnet. Die Wahrscheinlichkeit, dass so ein Wechsel stattfindet, ist sehr gering. So
konnte Uber die Elektronenspinresonanzmethode an Phospholipidmolekilen in

Phosphatidylcholinvesikeln innerhalb von mehreren Stunden nur einmal ein solches
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Ereignis detektiert werden. Die Dauer einer Diffusion durch eine 5 nm Membran ist
somit 10° Mal langer als die Diffusion tiber 5 nm in lateraler Richtung *. Jedoch kann die
Wahrscheinlichkeit eines solchen Flip-Flops enzymatisch katalysiert werden. Auf diese
Weise ist es z. B. moglich, die Krimmung einer Membran aktiv zu bestimmen. Es ist auch
moglich, dass der Einbau von neuen Lipiden zunachst ungleichmaRig passiert, jedoch

spater die Flip-Flops das Gleichgewicht wieder herstellen >

Die zweidimensionale laterale Diffusion in der Membranebene ist von besonders grolRer
Bedeutung fir die Funktion biologischer Membranen (vgl. Abb. 1.4 (C)). Sie erlaubt einen
sehr effektiven Transport der Molekile zwischen verschiedenen Bereichen der Zelle. Des
Weiteren liefert die Untersuchung der lateralen Diffusion wichtige Aufschliisse tber die
Struktur kinstlicher und biologischer Membranen. Ausgehend vom fluid mosaic Modell
von Nicolson und Singer 1972 2, die die Membran als eine zweidimensionale Matrix
beschreiben, existieren Van-der-Waals-Krafte zwischen den Phospholipiden in einer
Lipiddoppelschicht. Je nach Hohe der Van-der-Waals-Krafte zwischen den Lipiden ist die
Membran fluider oder starrer 2. Die Beweglichkeit der Lipide in der lateralen
Membranebene wird von mehreren Faktoren beeinflusst: Der Temperatur, dem
Stattigungsgrad und der Kettenldnge der Fettsduren und damit der Membran-

zusammensetzung sowie dem Vorhandensein von Cholesterin.

Einfluss der Temperatur. Einen groflen Einfluss auf die Mobilitdt der Lipide in einer
Membran (bt die Umgebungstemperatur aus. Je hoher die Umgebungstemperatur ist,
desto hoher ist auch die Brownsche Bewegung der Lipide in einer Membran. Unterhalb
einer bestimmten Phasenumwandlungstemperatur liegt die Membran in einer Gelphase
vor; hier existiert ein hochgeordneter Zustand der Lipide. Durch Warmezufuhr kommt es
zu einem Phasenlbergang in die flUssig-kristalline Phase. Die Lipide liegen in einem
ungeordneteren Zustand vor und die Mobilitat ist wesentlich hoher als in der Gelphase
(vgl. Abb. 1.5) >3 Diese Mobilitatszunahme lasst sich durch das Freie Volumenmodell der
Diffusion nach Cohen und Turnball deuten. Aufgrund der Abnahme des Ordnungsgrades
beim Ubergang von der Gel- in die flussig-kristalline Phase finden sich in der
ungeordneten flUssig-kristallinen Phase oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur
Defekte in der Lipiddoppelschicht. Insbesondere gilt dies fir das Zentrum der Membran,

wo der Ordnungsgrad am starksten abnimmt. Die wichtigste Konsequenz dieser Defekte
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findet sich in der Bildung von freiem Volumen. Durch diese lateralen
Dichteschwankungen kommt es zu der oben geschilderten Erhéhung der Beweglichkeit
der Lipide in der Membran, da die Van-der-Waals-Krafte zwischen den Lipiden bei
steigender Temperatur abnehmen. Die Temperaturabhangigkeit des
Diffusionskoeffizienten ist somit eine Folge der lateralen thermischen Ausdehnung der

Lipidschicht >4 %5,

Warmezufuhr

Gelphase flussig-kristalline Phase

Abb. 1.5: Verdnderung der Membranfluiditat durch Warmezufuhr. Bei Erhohung der Umgebungstemperatur kann es
zu einem Phaseniibergang der Lipide kommen; hier ist der Ubergang zwischen der Gelphase, in der die Lipide
hochgeordnet vorliegen, in die mobilere flissig-kristalline Phase bei Temperaturen oberhalb der
Phasenumwandlungstemperatur dargestellt.

Einfluss von Cholesterin: Cholesterin wirkt sowohl bei hohen als auch bei niedrigen
Temperaturen als Fluiditatspuffer und gewahrleistet die Stabilitdit der Membran bei
thermischen Belastungen. Durch den Einbau von Cholesterin verdndert sich die
Membranstruktur. Cholesterin besteht aus einem volumindsen Steroidgerlist mit einer
Hydroxylgruppe an einem Ende und einem beweglichen Kohlenwasserstoffrest am
anderen Ende. Die Einlagerung in die Lipiddoppelschicht findet senkrecht zur
Membranebene statt. Das Sterangeriist des Cholesterins bildet mit den Fettsaureketten
der Phospholipide einen hydrophoben Kontakt aus. Durch spezifische
Wechselwirkungen von Cholesterin mit einigen Phospholipiden kommt es zur Regulation
der Membranfluiditdt. Bei Temperaturen unterhalb des Phasenibergangs von der
Gel- in die flUssig-kristalline Phase halt das Cholesterin die Membran im fllissigen

Zustand. Cholesterin ist somit der Hauptregulator der Membranfluiditt >°.
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Einfluss der Kettenldnge und des Sattigungsgrades der Fettsduren. Fettsduren
beeinflussen durch ihren Sattigungsgrad und ihrer Kettenlange den Grad der lateralen
Diffusion. Ungesattigte Fettsdauren bilden aufgrund der cis-Doppelbindungen einen
Knick. Diese Knicke bewirken, dass die Ketten nicht mehr eng zusammenliegen, das

heillt, der Raumbedarf ist fir dieses Lipid groRer.

Abb. 1.6: Lipidstruktur von (A) 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC) und (B) 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DPPC) *.

Daher kdénnen weniger van-der-Waals-Krafte zwischen den Lipiden in der Membran
wirken und die Fluiditat steigt. So bendtigt z. B. das Lipid 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DOPC) mit jeweils einer cis-Doppelbindung in den Fettsaureketten mehr
Raum als 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC) ohne cis-Doppelbindung
(vgl. Abb. 1.6). Die Kettenlange besitzt anders als die cis-Doppelbindungen einen
geringen Einfluss auf die Mobilitdt. So konnten ahnliche Diffusionskoeffizienten bei
Lipiden ermittelt werden, deren Fettsdureketten sich um zwei C-Atome

unterschieden °°.

Die Messung der lateralen Mobilitdit von Lipiden in Membranen kann auf
unterschiedliche Weise erfolgen. Die etablierteste Methode zur Zeit ist das fluorescence
recovery dafter photobleaching (FRAP), das auch in dieser Arbeit zur Ermittlung der
lateralen Diffusionsgeschwindigkeit der Lipide der poreniberspannenden Membranen
herangezogen wurde ** *°. Aber auch single particle tracking (SPT) und fluorescence
correlation spectroscopy (FCS) und die Excimer-Technik % werden erfolgreich eingesetzt.
Beim SPT wird der Weg von einzelnen fluoreszierenden Lipiden in der Membran Uber
eine bestimmte Strecke beobachtet ®. FCS basiert auf Fluktuationen im
Fluoreszenzsignal, die dadurch entstehen, dass einzelne Molekiile in der untersuchten

Lésung diffundieren % 3.
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Der Diffusionskoeffizient flr die laterale Mobilitdt von Lipiden in einer Membran liegt im

Bereich von 0,1-10 pm? s™ fiir festkdperunterstiitzte Modellmembranen .



2 ZIELSETZUNG

Poreniiberspannende Membranen auf der Basis pordser Aluminate und von pordsem
Silizium bilden ein neuartiges Modellsystem fir biologische Membranen, das die
Vorteile der festkdrperunterstiitzten und freistehenden Lipiddoppelschichten vereint.
Dieses Hybridsystem besteht aus Lipiddoppelschichten, die sich Gber die Poren eines
porosen Substrats spannen. D. h., die auf den Stegbereichen verankerten Membranen
kdnnen als festkdrperunterstitzte Lipiddoppelschichten angesehen werden, wahrend
die Lipidmembranen, die sich Uber die Poren spannen, denen der freistehender

Membransysteme gleichen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, dieses neuartige poreniiberspannende Membransystem
hinsichtlich seiner physikalischen Eigenschaften, wie seine Langzeitstabilitdt und die

laterale Beweglichkeit der Lipide zu untersuchen.

Zur Bestimmung der Langzeitstabilitit der Membran sollten integrale
impedanzspektroskopische Messungen durchgefihrt werden. Diese
Impedanzmessungen sollten durch fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen

erganzt werden.

Um die laterale Mobilitdt der Lipide in den poreniiberspannenden Membranen zu
betrachten, sollte der Diffusionskoeffizient des Systems durch fluorescence recovery
after photobleaching (FRAP)-Messungen bestimmt werden. Hierzu sollte zunachst ein
FRAP-Messaufbau am Fluoreszenzmikroskop realisiert werden. Mit Hilfe der
FRAP-Methode sollte der Einfluss verschiedener Faktoren, wie die Art des Substrates,
die Funktionalisierung der Substratoberfliche, die Probenpraparation und die

Lipidzusammensetzung auf die laterale Beweglichkeit der Lipide untersucht werden.

Zusatzlich sollten Simulationen, die mit der Finiten Elemente Methode durchgefiihrt
wurden, die Diffusionskoeffizienten und somit das Diffusionsverhalten des

Hybridsystems der poreniiberspanneden Membranen detaillierter beleuchten.






3 MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Impedanzspektroskopie

Bei der Impedanzspektroskopie handelt es sich um eine elektrochemische
Messmethode, die zur Untersuchung klassischer Bauteile der Elektronik (Ohmsche
Widerstande, Spulen und Kondensatoren) eingesetzt wird. Des Weiteren dient sie zur
Untersuchung elektrochemischer Eigenschaften von Festkdrpern, Flussigkeiten und
deren Grenzflaichen. In der Biophysik findet sie daher Anwendung im Bereich der
Charakterisierung von Lipiddoppelschichten, sowie bei der Untersuchung von leitfahigen

8 % |m Rahmen dieser Arbeit wurde die

Proteinen und Peptiden
Impedanzspektroskopie zur Kontrolle der Qualitit von mikro-BLMs und
festkorperunterstitzter Membranen, sowie zur Messung der Langzeitstabilitdt von

mikro-BLMs verwendet

3.1.1 Physikalische Grundlagen

Als elektrische Impedanz Z(w) bezeichnet man in einem Wechselstromkreis den
komplexen Widerstand, bei dem Spannung und Strom nicht in Phase sind. Die Impedanz
wird in Abhangigkeit von einer Frequenz eines Erregersignals bestimmt. Als Erregersignal
dient eine sinusférmige Wechselspannung mit einer geringen Amplitude, deren
Frequenz (iber einen bestimmten Messbereich variiert wird. Die Impedanz in

Polarkoordinaten ist in Anlehnung an das Ohmsche Gesetz definiert als:

Ulw,t) Uyel®t U
I(w,t)  Iy(w)el@=e@) — (w)

(3.1)

Z(w) = el?(@) = |Z(w)|e!?@)
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Durch den komplexen Widerstand Z(w) wird eine Phasenverschiebung ¢(w) zwischen
Spannung U und Strom / bewirkt. w ist die Kreisfrequenz der Sinusspannung und ergibt
sich als 2nif (f: Frequenz). |Z(w)|ist der Betrag der Impedanz und entspricht in der

Darstellung der komplexen Ebene der Lange eines Vektors (Abb. 3.1).

In kartesischer Form ausgedriickt, erhalt man fir die Impedanz:

Z(w) = R(Z(@)) +i3(Z(w)) (3.2)

mit dem Realteil [J(Z(w)) der Impedanz (Wirkwiderstand) und dem Imaginarteil [l(Z(w))

(Blindwiderstand).

iy 4

v

R{rZ[m]] X

Abb. 3.1: Komplexe Darstellung des Gesamtwiderstandes Z(w) als Zeigerdiagramm in der GaufRschen Zahlenebene.

Ein Impedanzspektrum beschreibt die Ubertragungsfunktion des Systems und kann als
Bode- oder Nyquist-Diagramm dargestellt werden. Beim Bode-Diagramm wird der Betrag
der Impedanz |Z| und die Phasenverschiebung ¢ als Funktion von w dargestellt
(Abb. 3.2). Im Nyquist-Diagramm, auch Ortskurve genannt, wird der Imaginarteil der
Impedanz [J(Z(w)) gegen den Realteil der Impedanz [I(Z(w)) aufgetragen. Die Analyse
der erhaltenen Graphen erfolgt Uber ein Ersatzschaltbild, das dem Problem

entsprechend formuliert wird.
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In der Arbeit wurden zur Analyse der Impedanzspektren hauptsachlich Bode-Diagramme
herangezogen. Deshalb soll an dieser Stelle anhand des in Abb. 3.2 (B) beschriebenen
Ersatzschaltbildes genauer darauf eingegangen werden. Der Ersatzschaltkreis besteht
aus einem Ohmschen Widerstand R,, parallel geschaltet zu einem kapazitivem

Widerstand C., die sich beide in Serie zu einem weiteren Ohmschen Widerstand R.

befinden.
(A) | (B)
[ —40 o
{20 H R,
= 440
N =

wl -100

Frequenz [Hz]

Abb. 3.2: (A) Bode-Diagramm des in (B) dargestellten Ersatzschaltbildes mit den Parametern R, =100Q, R,,=3 G Q
und C,, = 0.25 pF.

In Abb. 3.2 (A) ist ein zum Ersatzschaltbild gehoriges simuliertes Bode-Diagramm
abgebildet. Das Diagramm ist in drei Bereiche unterteilbar, aus denen man
unterschiedliche Informationen bezliglich des Ersatzschaltbildes ableiten kann. Ein
reiner Ohmscher Widerstand ist in der Impedanz frequenzunabhangig, da Spannung und
Strom in Phase sind. Bei hohen Frequenzen im Bereich (3) ist R. ablesbar und bei
niedrigen Frequenzen im Bereich (1) die Summe aus den beiden Ohmschen

Widerstanden R. +Rm, aus dem Diagramm zu entnehmen.

Aus Bereich (2) kann die Kapazitat ermittelt werden. Hier liegt eine Phasenverschiebung

von -90° vor und der Betrag der Impedanz |Z| ist umgekehrt proportional zur Frequenz.
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3.1.2 Versuchsaufbau

Fir die Aufnahme der Impedanzspektren wurde ein Frequenzganganalysator der Firma
Solartron Instruments (Impedance Gain Phase Analyser SI 1260, Farnborough, UK)
verwendet. Dieses Gerat ermoglicht es, dass wahrend einer Messung am System eine
sinusformige Wechselspannung mit definierter Amplitude und Frequenz anliegt. Aus der
daraus resultierenden Stromantwort wird die Impedanz des Systems ermittelt. Die
Ausgabe der Daten der Messung und die Ansteuerung des Frequenzganganalysators
erfolgt Giber das Programm ZPlot 2.8. Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit einer
Spannungsamplitude von 30 mV und einer diskreten Variation des Frequenzbereiches
von 10" bis 10° Hz. Bei hohen Membranwiderstinden im Frequenzbereich 107 bis
10" Hz wird ein zusitzliches Gerat verwendet (Dielectric Interface 1296, Solatron
Instruments), das Gber das Programm Solartron Impedance Measurement Version 3.5.0

bedient wird.

<)
X,

Arbeitselektrode Gegenelektrode

KCi-Lésung
I:ranul | cis

I Teflonkammer

Poroses Siliziumsubstrat

Abb. 3.3: Schematische Darstellung der verwendeten Kammer fiir die Impedanzmessungen in (A) und die Anordnung
der Messapparatur zur Aufnahme der Impedanzspektren in (B).

Der Ausdiinnungsprozess bei den mikro-BLMs wird bei einer Frequenz von 10° Hz mit
einer Amplitude von 30 mV verfolgt. Hierbei wird die Veranderung des Phasenwinkels ¢
in Abhangigkeit von der Zeit aufgenommen. Nach erfolgreichem Ausdiinnen liegt eine
Lipiddoppelschicht vor, d. h., der Betrag der Impedanz |Z| entspricht bei einer Frequenz
von 10°Hz dem Elektrolytwiderstand und weist bei entsprechendem Ohmschen

Widerstand keine Phasenverschiebung auf.
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Die fiir die Messung verwendeten Kammern sind in Abb. 3.3 schematisch dargestellt.
Der pordse Probentrdager wird zwischen die beiden Kammerelemente eingebaut. Somit
wird eine Kontaktierung beider Membranseiten (iber die Zwei-Elektroden-Anordnung

ermoglicht. Gemessen wird in einer 0,5 M KCI-L6sung.

3.1.3 Auswertung

Die Auswertung eines Impedanzspektrums, wie es in Abb. 3.2 (A) zu sehen ist, erfolgt
nach dem in Abb. 3.4 aufgefiihrten Schema. Um ein elektrochemisches System zu
beschreiben, muss zunachst ein fir das Impedanz-Experiment passendes
Ersatzschaltbild aufgestellt werden, das die physikalischen Eigenschaften beziglich der
im System erhaltenen Impedanzelemente sinnvoll beschreibt. Aus der erhaltenen
Impedanz-Frequenz-Charakteristik konnen (iber eine nichtlineare Kurvenanpassung

(nonlinear least square fit) die systemspezifischen Parameter bestimmt werden.

Abb. 3.4: Schematische Darstellung der Auswertung von Impedanzspektren.67
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Das vereinfachte Ersatzschaltbild, das eine poreniberspannende Membran in dieser
Arbeit beschreibt, ist in Abb. 3.5 dargestellt. Die elektrischen Eigenschaften einer
Membran werden durch eine Parallelschaltung, bestehend aus einem Ohmschen
Widerstand R, und einem Kondensator C,, beschrieben. R, entspricht dem
Membranwiderstand und C,, dem kapazitivem Widerstand einer Lipiddoppelschicht. Des
Weiteren muss der Elektrolytwiderstand R im Schaltbild berticksichtigt werden, der in

Serie zum Membranwiderstand und der Membrankapazitat geschaltet ist.

T A

C R

m

m Gold
<= DPhPC
e~ DPPTE

Abb. 3.5: Schematische Darstellung einer poreniiberspannenden Membran mit zugehorigem Ersatzschaltbild. R, ist
der Elektrolytwiderstand, R,, der Membranwiderstand und C,, die Membrankapazitat.

Die Beschreibung bezlglich der Phasenverschiebung und dem Verhalten in der
Impedanz fir die idealen elektronischen Bauelemente, wie der Ohmsche Widerstand R

und die Kapazitat C, sind der Tabelle 3.1 zu entnehmen.

Tabelle 3.1: Impedanz und Phasenverschiebung einzelner elektrischer Bauteile.

Impedanzelement Bezeichnung Impedanz Z Phasenverschiebung
Ohmscher Widerstand R R 0
Kapazitat C 1 -90°
inC
Constant Phase Element CPE 1 -90°< ¢ <+90°
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Da ein reales Membransystem unter Umstanden nicht ausreichend durch die in der
Tabelle aufgeflihrten Bauelemente beschrieben wird, z.B. aufgrund von

Oberflacheninhomogenitaten 68, 69

und Losungsmitteleinfllissen, die die Praparation der
Membranen mit sich bringt ’°, soll kurz auf das CPE-Element (constant phase element)

eingegangen werden ' Das CPE-Element ist definiert als:

__ 1 (3.3)
2(0) = Zhya

wobei der Parameter A bei einem Wert von a=1 der Kapazitat C und fir a=0 dem
reziproken Ohmschen Widerstand R™ entspricht. Der Parameter o ist ein MaR fiir die
Abweichung von den realen Parametern der idealen Bauteile ( 0 < a < 1 ). Das
CPE-Element kann als ein verzweigtes Netzwerk von Kapazititen und Ohmschen

72

Widerstanden betrachtet werden ‘°. Somit ist es moglich, die Abweichung einer

Lipiddoppelschicht vom idealen kapazitiven Verhalten einer Membran zu ermitteln.
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3.2 Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikroskopie handelt es sich um ein bildgebendes Verfahren, das gut
fir die Beobachtung der molekularen Bewegung innerhalb einer Membran geeignet ist.
Des Weiteren kann diese Methode herangezogen werden, um die Bedeckung von
porosen Substraten zu kontrollieren. Ferner ist es moglich, die Entstehung der Membran

wahrend des Ausdiinnungsvorganges zu beobachten.

Die Fluoreszenzmikroskopie beruht auf dem Mechanismus, dass bestimmte Molekiile,
Fluorophore genannt, das von ihnen absorbierte Licht in Form von langwelliger
Strahlung wieder abgeben. Wahrend in der Hellfeldmikroskopie das Bild der Probe durch
Lichtabsorption, beziehungsweise durch Beugung, dem menschlichen Auge dargestellt
wird, erscheint in einem Fluoreszenzmikroskop das Bild in erster Linie dunkel. Nur an
den Stellen, an denen Fluorophore vorliegen, wird Licht emittiert. Bei biologischer
Anwendung sind dies unter anderem gelabelte Membranbausteine wie Lipide oder
Proteine 3. Einer der Vorteile der Fluoreszenzmikroskopie ist, dass Strukturen
visualisiert werden konnen, die unter normalen Bedingungen unterhalb der

Auflosungsgrenze liegen.

3.2.1 Fluoreszenz

Bei der Fluoreszenz handelt es sich um einen lichtemittierenden Prozess, der durch die
Bestrahlung von fluoreszierenden Molekiilen (Fluorophore) mit Licht einer

charakteristischen Wellenlange ausgeldst wird.

Ein wichtiges Merkmal der Fluorophore ist das aromatische Ringsystem. Die
delokalisierten Elektronen in den bindenden m-Orbitalen der Ringsysteme sind fiir die
Entstehung der Fluoreszenz notwendig. In diesen bindenden Orbitalen liegen Elektronen
normalerweise mit antiparallelem Spin vor; eine Anordnung, die die sogenannten
Singulettzustande charakterisiert. Bei der Absorption eines Photons hv, geht ein

Elektron in ein hoheres Energieniveau lber (Abb. 3.6).
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Der Prozess der Fluoreszenzentstehung kann anhand des Jablonski-Diagramms in
Abb. 3.6 erklart werden. Das Jablonski-Diagramm ist eine Darstellung der
Energielibergdnge der Elektronen, wie sie bei lichtabsorbierenden und -emittierenden
Vorgdngen in einem Fluorophor auftreten kdnnen. In den bindenden m-Orbitalen liegen

Elektronen mit antiparallelen Spins vor, die Singulett-Zustande Sg, S; und S,.
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Abb. 3.6: Jablonski-Diagramm der Teilprozesse bei der Fluoreszenz und Phosphoreszenz.

Bei der Absorption eines Anregungsphotons mit der Energie hv, wird ein Elektron vom
Grundzustand Sg in einen der angeregten Zustande S; oder S, innerhalb von 10
angehoben (blauer Pfeil). Uberginge aus den oberen angeregten Zustinden direkt in
den Zustand S; sind moglich, ohne dass ein Photon dabei emittiert wird. Auch bei
Ubergingen innerhalb des Zustandes S; wird kein Photon emittiert. Die dort freigesetzte
Energie wird direkt in Warme umgewandelt. Nur bei einem Ubergang von dem
angeregten Zustand S; in den Grundzustand Syp wird die Energie in Form eines Photons
mit der Energie hve emittiert; das bei diesem Vorgang entstehende Licht wird als

Fluoreszenz (griiner Pfeil) bezeichnet
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Die mittlere Verweildauer im Zustand S; betragt etwa 10 ns " Die Energiedifferenz
zwischen den Energieniveaus S1 und S2, sowie die strahlungslosen Uberginge innerhalb
von S;, sind unter anderem der Grund dafir, dass das emittierte Photon eine geringere
Energie besitzt als das absorbierte Photon. Das Phanomen dieser Verschiebung von

kurzwelligem zu langwelligem Licht nennt man Stokes shift.

Bei einigen Verbindungen ist es auch mdoglich, dass es zu einem Ubergang von einem
angeregten Singulett-Zustand in einen Triplett-Zustand T; kommt. Diesen Vorgang
bezeichnet man als Intersystem crossing, bei dem eine Spinumkehr des angeregten
Elektrons erfolgt. Bei einem Ubergang von T; nach Sy ist wieder eine Spinumkehr
notwendig. Da solche Uberginge eher eine geringe Wahrscheinlichkeit aufweisen, ist
daher auch ihre Emissionsrate sehr klein, das mitunter der Grund fiir ein sehr langsames

Abklingen der Phosphoreszenz ist.

Fluorophore: Um mit Fluoreszenzmikroskopie an artifiziellen Membransystemen zu
arbeiten, ist die richtige Auswahl der Fluorophore wichtig. Entscheidend dabei sind
unter anderem die Quantenausbeute, Stabilitdit des Fluorophors und die Lage der

Emissions- und Absorptionsmaxima.

Die in dieser Arbeit verwendeten Fluorophore mit ihren Absorptions- und
Emissionsspektren sind Abb. 3.7 zu entnehmen. Fir die Stabilitditsmessungen der mikro-
BLMs auf pordsen Substraten mit 7 um und 2 um Porendurchmesser wurde die
Membran mit dem Fluorophor Texas Red DHPE (Invitrogen, USA) (Abb. 3.7 (B)) gelabelt;
das Absorptionsmaximum liegt bei 583 nm und das Emissionsmaximum bei 601 nm. Bei
den in Kapitel 3.2.3 beschriebenen FRAP-Messungen wird das Fluorophor
BODIPY 500/510 HPC (Invitrogen, USA) (Abb. 3.7 (A)), mit einem Absorptionsmaximum
bei 509 nm und dem Emissionsmaximum von 513 nm, benutzt. Die Quenchexperimente
wurden mit dem Fluorophor NBD-PE (Invitrogen, USA) (Abb. 3.7 (C)) durchgefiihrt; die

Maxima liegen bei 463 nm fiir die Absorption und 536 nm fiir die Emission.
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Abb. 3.7: Strukturformeln von Fluorophoren mit den zugehorigen Absorptions- und Emissionsspektren.
(A) BODIPY 500/510 HPC(2-(4,4-Difluoro-5-methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3-dodekanoyl)-1-hexadekanoyl-sn-
Glycero-3-Phosphocholin), Absorptionsmaximum bei 509 nm und Emissionsmaximum bei 513 nm. (B) Texas Red DHPE
(1,2-Dihexadekanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin, Triethylammoniumsalz), Absorptionsmaximum bei 583 nm
und Emissionsmaximum bei 601 nm. (C) NBD-PE (N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-dihexadekanoyl-sn-
glycero—3—ph7%sphoethanolamin, Triethylammoniumsalz), Absorptionsmaximum bei 463 nm und Emissionsmaximum
bei 536 nm.

Photobleaching: Als Photobleaching oder Bleichen bezeichnet man den permanenten
Verlust der Fluoreszenzintensitdt eines Fluorophors bei dauerhafter Bestrahlung mit
einem Anregungslicht. Die Fluorophore werden hierbei irreversibel zerstort,
beziehungsweise es kommt zu einer chemischen Veranderung der Farbstoffe, bei dem
die Molekiile ihre Fahigkeit zu fluoreszieren verlieren. Der Grad des Bleichens ist von der

Intensitatsstarke des einstrahlenden Lichtes und dem Grad der Absorption abhangig °.
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Quenching: Das sogenannte Quenching (Fluoreszenzléschung) bildet eine weitere
Ursache fir Intensitatsverluste des Fluoreszenzlichts. Beim Quenchen handelt es sich um
Vorgange, die entweder verhindern, dass das fluoreszierende Molekll in den
angeregten Zustand (ibergehen kann oder den angeregten Zustand des Fluorophors
ohne Emission eines Photons in den Grundzustand (Uberfihren. Der Effekt des

77

Quenchens kann z. B. Uber Komplexbildung °°, interne Konversion 8

oder
Energielibertragung auf andere Molekiile, den sogenannten Quenchern
(z. B. Kobaltchlorid) " erfolgen. Die Quencheffekte kénnen im Gegensatz zum

Photobleaching reversibel sein.

3.2.2 Fluoreszenzmikroskop

Fir die mikroskopischen Untersuchungen der Membranen wurde das
Fluoreszenzmikroskop AxioTech Vario von Zeiss (Deutschland) verwendet Bei diesem
Mikroskop handelt es sich um ein typisches Epifluoreszenzmikroskop. Der schematische

Aufbau des Fluoreszenzmikroskops ist in Abb. 3.& zu finden.
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Abb. 3.8: Schematische Darstellung des Fluoreszenzmikroskopes mit Strahlengang.
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Als Lichtquelle zur Fluoreszenzanregung dient eine Quecksilberdampflampe. Ein
Absorptionsfilter (Filter 1) filtert aus dem kontinuierlichen Lampenspektrum die zur
Anregung des verwendeten Fluorophors entsprechende charakteristische Wellenlange
heraus. Das Absorptionslicht wird lGber einen dichroitischen Teilspiegel des Filtersatzes
auf die Probe gelenkt und regt dort die fluoreszierenden Molekiile an. Das von der Probe
emittierte Licht geht danach durch den dichroitischen Spiegel und gelangt durch den
Filter 2 entweder zum Okular oder zur CCD-Kamera, wo das Bild durch die Software
AxioVision 4.4 (Zeiss) ausgegeben wird. Der dichroitische Spiegel st
wellenldangenselektiv, d.h., nur das langwelligere Emissionslicht wird von ihm
durchgelassen. Der Filter 2 ist ein Bandpassfilter, der nur fiir einen diskreten
Wellenldangenbereich durchlassig ist. Damit wird sichergestellt, dass nur das gewlinschte

Emissionslicht von der CCD-Kamera detektiert wird.

Der Filtersatz Nummer 44 von Zeiss besitzt fir das Absorptionslicht einen Bandpassfilter
475/40 nm und fur die Emission liegt der Bandpassfilter bei 530/50 nm. Die
Durchldssigkeit des Strahlteilers liegt bei einer Wellenlange von 500 nm. Er ist fir die
Fluorophore NBD-PE und BODIPY 500/510 HPC geeignet. Fiir Texas Red DHPE wurde der
Filtersatz 45 von Zeiss mit dem Bandpass flir die Absorption bei 560/40 nm, einem
Strahlteiler mit einer Durchldssigkeit ab 585 nm und einen Bandpass fiir die Emission bei

630/75 nm verwendet

3.2.3 Fluorescence Recovery After Photobleaching

Die fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)-Technik ist eine Messmethode,
die unter Anwendung der Fluoreszenzmikroskopie zur Bestimmung der lateralen
Beweglichkeit der sich in einer Membran befindlichen Lipide oder auch Proteine dient .
Um das oben erwdhnte Mikroskop fiir diese Messungen benutzen zu kénnen, wird fir
die Dauer der Experimente ein Argon-lonen Laser (UniPhase, USA), dessen Wellenldnge
bei 488 nm liegt, in den Strahlengang des Mikroskops Uber einen herausnehmbaren
Spiegel gekoppelt (Abb. 3.9). Mit diesem Laser wird ein kurzer intensiver Bleichpuls auf

eine ausgewahlte Stelle der Probe, dem region of interest (ROI), appliziert.
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Abb. 3.9: Schematische Darstellung des Fluoreszenzmikroskopes mit Lasereinkopplung in den Strahlengang.

Vor Beginn einer Messung wird ein Bild als Referenz der Ausgangsintensitat
aufgenommen. Erst danach wird der Spiegel fiir den Laser in dem Strahlengang platziert.
Die Lange des Laserpulses wird lber einen Trigger gesteuert. Damit wird eine definierte
Bleichzeit garantiert. Fur festkorperunterstiitzte Membranen betrdagt die Bleichzeit
zwischen 500 ms und 1s. Bei den l|6sungsmittelhaltigen und I6sungsmittelfreien
mikro-BLMs (BLM: black lipid membrane) liegt die Bleichzeit zwischen 1 s und 3's. Nach
dem erfolgten Bleichpuls wird der Spiegel zligig aus dem Strahlengang entfernt und die
Lampe bei schwacher Intensitat zur Beobachtung des Recoverys (Wiederherstellung) der
Fluoreszenzintensitat benutzt. Zur Aufzeichnung des Recoverys wird die Software
AxioVision 4.4 © (Zeiss) verwendet. Hierzu wird eine Serie mit 100 Bildern mit einem
Abstand von 1 s aufgenommen. Zu beachten ist hierbei, dass die Belichtungszeit fiir die
einzelnen Aufnahmen der Bildserie nicht (iber 100 ms liegt. Dadurch wird gewahrleistet,

dass der Abstand zwischen den einzelnen Bildern moglichst groR ist.
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Mathematischer Hintergrund der FRAP-Experimente

Die theoretische Basis zur Auswertung der FRAP-Messungen bilden die
Veroffentlichungen von Axelrod et al. 1976 8 Koppel et al. 1976 & und Soumpasis 1983

> und soll im Folgenden naher erldutert werden.

Vor dem erfolgten Bleichpuls wird von einer homogenen Verteilung der Fluorophore
innerhalb der Probe ausgegangen. Daraus erhadlt man die Anfangsbedingung fir die
Verteilung der Konzentration c(r, t) der Fluorophore an dem Ort r und zum Zeitpunkt

t<0:

c(r,t<0)= ¢ (3.4)

Co ist die gegebene Anfangskonzentration der Fluorophore vor dem Bleichen. Aufgrund
der Kreissymmetrie wird im Folgenden in Polarkoordinaten in zwei Dimensionen
gerechnet. Aus Symmetriegriinden entfdllt die Winkelabhangigkeit ¢. Die einzige

Ortsvariable ist r.

Zum Zeitpunkt t = 0 erfolgt der kurze Laserpuls mit der Dauer T. Ausgegangen wird von
einem gaullférmigen Profil des Laserstrahles. Hieraus ergibt sich das gauRférmige
Intensitatsprofil /(r), das wahrend des Bleichvorgangs auf der Probe abgebildet wird

(Abb. 3.10, rote GauRRkurve).

_2r? (3.5)
I(r) = Ije w?

I(r) ist die Intensitdt an einem Punkt r vom Mittelpunkt des auftreffenden Laserstrahls
auf der Probenflache aus gesehen. Die diskrete durch den Laser gebleichte Flache wird
als region of interest (ROI) bezeichnet. I, ist die Intensitdt des Lasers im Mittelpunkt
seines Strahls und w die Halbwertsbreite der GaulRkurve beziehungsweise der Radius,

bei dem die GauRfunktion des Laserprofils auf den Wert e *-tel abgefallen ist.
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Die gesamte Laserleistung P, die zum Bleichen aufgewendet wird, kann definiert werden
als:

e (3.6)

1
P= f I[(r)2nrdr = Enlowz
0

Die detektierte Signalstirke S(t) der beobachteten Fluoreszenz (iber die gesamte
Probenflache ist proportional zum Produkt der Anregungsintensitdt und Konzentration

c(r,t), integriert Gber die Gesamtflache und kann allgemein beschrieben werden als:

° < 22 (3.7)
S() = qf c(r,t) I(r)2mr dr =2mlyq j c(r,t)e w? rdr
0 0

Die Proportionalitdatskonstante g beinhaltet unter anderem die Quanteneffizienz der

angeregten Fluorophore.

Das irreversible Photobleaching im ROI ist direkt proportional zur Intensitat /(r), zur

vorhandenen Konzentration c(r,t) und zu einer Ausbleichkonstante a. Diesen Vorgang

. . - . . . Ocpleicn (Tt
kann man somit als eine zeitliche Veridnderung der Konzentrationsverteilung %()

innerhalb der Probe sehen, besonders im ROIl. Dieses Ausbleichen wird Uber die

Differentialgleichung:

aC L rrt _E _ﬁ 38
%(): —al(r)e ©* = —alypeicne @ c(r,t) .

beschrieben, wobei eine eventuelle bereits stattfindende Diffusion der Fluorophore

innerhalb der Probe vernachlassigt wird.
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Die Losung der Differentialgleichung (3.8) ergibt sich fir die Konzentration cpeich(r,t)

beim erfolgten Laserpuls zu:

21?2

wZ (3.9)
Coreich (T, t) = cpe™@ Iopleicht € @?

und somit die Signalstarke zu:

1 — e~ %lopieicn t (3.10)

S(t)= Pgqc
O alypeicnt
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Abb. 3.10: Simuliertes GauRprofil fiur verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls. Zeitpunkte: 0s nach dem

Bleichpuls (rot), 10 s nach dem Bleichpuls (grtin), 20 s (blau), 50 s (grau) und 100 s nach dem erfolgten Bleichpuls
(schwarz).

Nach dem kurzen Bleichpuls mit der Dauer T erfolgt die Beobachtung der
Konzentrationsveranderung aufgrund der Diffusion im ROIl. Da die Lampenintensitat
wesentlich schwacher ist als die Laserintensitat, wird das weitere Bleichen der
Fluorophore Uber die Gesamtflache der Probe vernachlassigt. Diese Diffusion wird (iber

das 2. Fick‘sche Gesetz beschrieben:
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dcgirr(T,t 3.11
dfaft( )=DV2c(r,t) (3.11)

mit D als Diffusionskoeffizienten, der das Mal} fiir die Mobilitat der Lipide oder Proteine

innerhalb der Membran ist.

Die auftretende Diffusion kann anhand der zeitlichen Verdanderung des GauBprofils
verdeutlichen werden. In Abb. 3.10 ist die Veranderung des GauBprofiles fir
verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichen abgebildet. Es ist erkennbar, dass sich die
GaulRkurve, bei entsprechender Mobilitat (D = 5 um? s), bereits wenige Sekunden nach

dem Bleichen verbreitert und weniger stark ausgepragt ist.

In zwei dimensionalen Polarkoordinaten unter Vernachlassigung der ¢-Abhdngigkeit ist
es aufgrund der Zylindersymmetrie méglich, den Laplace-Operator A (= [0%) durch
r-Ableitungen (c‘(r,t): erste Ableitung der Konzentration nach dem Ort; c“(r,t): zweite

Ableitung der Konzentration nach dem Ort auszudriicken:

(3.12)

acdiff(r, t) <C’(r, t)
It _p _
ot r

c”(r, t)>

Die Anfangsbedingung, die sich fiir die beginnende Diffusion nach dem Bleichen ergibt,

ist Formel (3.13) zu entnehmen.

a2 (3.13)
c(r,t=0)= cje ke ©
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wobei der Parameter K wie folgt definiert ist:

K = aT Ilypieicn (3.14)

K fasst das Produkt aus der Ausbleichkonstanten o, der Dauer der Bleichzeit T und der
Intensitat nach dem Bleichen lgpieich Zusammen und ist ein MaR fiir die Starke des

Bleichens.

Die Losung der Differentialgleichung (3.12) ergibt sich mit der Anfangsbedingung aus

(3.13) zu:
e 1 1 n 2 (3.15)
c(r,t) = COZ— (—K)® ———=— exp
n! Dt 15 Dt
n=0 1+n2w2 5 W (1+n2w2)

Daraus resultiert die detektierte Signalstarke S(t) der Fluoreszenz

1 1 (3.16)
S(t) = Pqco ZE (=K)* ——p1
n=o LHn 307

mit w?’=4T1,D. T, ist die charakteristische Diffusionszeit, bei der die
Fluoreszenzintensitat 50 % des Gesamtrecoverys ausmacht. Zur Darstellung einer
Diffusionskurve (vgl. Abb. 3.11) ist die fraktale Form der ansteigenden Recovery-Kurve

ublich:

S(t) —S(0) (3.17)

SO = Sty —500)
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5(0) ist die Signalstarke zum Zeitpunkt t=0s nach dem Bleichpuls und S(«) die
detektierte Signalstarke nach der Zeit, in der die Fluoreszenzintensitat asymptotisch in

die Sattigung beim Kurvenverlauf geht.

Die in Abb. 3.11 simulierte Diffusionskurve fir einen Diffusionskoeffizienten von
D=5um?s™ zeigt die charakteristischen Merkmale eines normierten Kurvenverlaufs,
wie er bei den FRAP-Messungen auftritt. Zum Zeitpunkt t=0s nimmt die Intensitat
von 1 auf nahe 0 ab; die Intensitat dieser Abnahme ist durch den Parameter K definiert,
was im Experiment von der Laserleistung und der Bleichdauer bestimmt wird. Nach dem
Bleichen kommt es aufgrund der Beweglichkeit der Lipide innerhalb der Membran zum
Anstieg der Fluorophorintensitat. Anzumerken ist hierbei, dass es meist nie zu einer
vollstandigen Wiederherstellung der Anfangsfluoreszenzintensitdat kommt, da in einer
Membran immer ein gewisser immobiler Anteil zu finden ist, der nicht diffundiert. Ein
weiterer wichtiger Punkt im Graphen liegt bei 50 % der Fluoreszenzwiederherstellung;

hier kann die charakteristische Diffusionszeit Tp abgelesen werden.
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Abb. 3.11: Simulierter Recovery-Graph mit einem Diffusionskoeffizienten D =5 um? s'l; aufgetragen ist hier die
normierte Fluoreszenzintensitat, die der normierten Signalstarke S,.m(t) entspricht, Gber die Zeit t in Sekunden. Die
charakteristischen Punkte einer typischen FRAP-Kurve sind gekennzeichnet T, ist die charakteristische Diffusionszeit.
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Daraus ergibt sich fur den Diffusionskoeffizienten D:

w? (3.18)

Die Auswertung der FRAP-Bildserien wird mit dem Template der Axelrod-Fitting-
Prozedur fur das Programm IGOR 6.06 ® vorgenommen. Hierbei wird zunachst eine
Kurve an einer Stelle des Bildes aullerhalb des ROl aufgenommen. Diese dient als
Referenz fiir das Nachbleichen wahrend der Messung. Danach wird die Veranderung der
Fluoreszenzintensitdt im ROl detektiert. Die vorher registrierte Referenz des

Nachbleichens wird von der im ROl aufgenommenen Intensitdtssteigerung subtrahiert.
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3.3 Numerische Simulation der FRAP-Experimente auf den pordsen

Substraten anhand der Finiten Elemente Methode

Die partiellen Differentialgleichungen, die die stattfindende Diffusion wahrend eines
oben beschriebenen FRAP-Experimentes in einem Membransystem beschreiben,
kdnnen fir eine idealisierte Probengeometrie nur analytisch gelést werden. Um die
realen Bedingungen der FRAP-Experimente auf den pordsen Substraten darstellen zu
kénnen, ist eine numerische Lésung notwendig, da eine analytische Lésung nicht
moglich ist. Eine geeignete Methode hierfir ist die Finite Elemente Methode (FEM).
Diese numerische Methode ermdglicht es, die partiellen Differentialgleichungen eines

komplexen Systems liber einen Diskretisierungsprozess zu l6sen.

Die Finite Elemente Methode (FEM) lasst sich in vier Schritte aufteilen. Zunachst muss
eine passende Variationsaufgabe zu der vorgegebenen Randwertaufgabe formuliert
werden. In dem Fall der FRAP-Experimente ist dies passend fiir die Diffusion in einem
Membransystem auf einem pordsen Substrat zu formulieren. Danach wird das zu
integrierende Gebiet in einfache Teilgebiete zerlegt; hier spricht man von Triangulation,
da das Integrationsgebiet mit kleinen Dreiecken so Uberdeckt wird, dass einander
angrenzende Dreiecke eine ganze Seite oder auch nur einen Eckpunkt gemeinsam
haben. In jedem dieser Dreiecke wird fiir die gesuchte Funktion, die das System
numerisch |6sen soll, ein entsprechender Ansatz gemacht. Ein solches Dreieck mit dem
zugehorigen Ansatz wird als finites Element bezeichnet Als vierter und letzter Schritt
werden die entsprechenden Ansatzkoeffizienten berechnet und somit die

Variationsaufgabe numerisch in jedem finiten Element gelost.

Die FE-Methode wird mittels eines Programmes FRAPSIim von Miiller 8 fir das
Programm MATLAB® und der dazugehorigen PDE-toolbox, das zur Untersuchung von
Proteindiffusion und Reaktionsdynamik benutzt wurde, verwendet Das Programm
FRAPSim wird in dieser Arbeit dazu benutzt, die FRAP-Kurven fir zwei

Diffusionskoeffizienten fiir das Membransystem auf porésen Substraten zu simulieren.
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Abb. 3.12: Schematische Darstellung eines Simulationsablaufes der numerischen Simulation eines FRAP-Experimentes
auf porésem Siliziumsubstrat mit dem Programm FRAPSim von Miiller 82 tiir MATLAB®.
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In Abb. 3.12 sind die Schritte eines Simulationsablaufes mit FRAPSim beziiglich des
graphischen Interfaces schematisch dargestellt. Im ersten Schritt wird die
Probengeometrie definiert. In den Simulationen ist dies ein Array von 8 x 8 Poren mit
jeweils einer Kantenldnge von 7 um. Die Stegbreite zwischen den einzelnen Poren
betragt 3.87 um. Danach wird ein Gitter (Mesh) im Zuge der Triangulation Uber dieses
Array gelegt und im Anschluss daran noch etwas feiner unterteilt. Damit es keine
Artefakte in der Simulation aufgrund der GleichmaRigkeit des Mesh gibt, werden die
einzelnen finiten Elemente per Zufall durchmischt (,jiggeling”). Es wird jeweils ein
Diffusionskoeffizient fiir die Diffusion in den Poren Dy, und die Diffusion auf den Stegen
Dsteq definiert. Nun muss Lage, GroRe und Aussehen der GaulRkurve des Bleichpunktes
auf der Probe definiert werden. Hierbei ist zu beachten, dass die Halbwertsbreite w des
GauBprofils durch w = 20V2 2 in dem Programm ersetzt ist. o ist die
Standardabweichung des Gaullprofils. Des Weiteren kann die Intensitdt des Bleichens
Uber die Bleichtiefe zwischen 0 fiir komplettes Bleichen und 1 fiir kein Bleichen definiert
werden. Die Dauer des FRAP-Experimentes wird im Anschluss daran noch mit der
gewiinschten Zeitauflosung festgelegt. In den Simulationen betrdgt die Dauer meist

100 s, dahnlich der in den FRAP-Experimenten.

Mit diesen eingegebenen Parametern werden die partiellen Differentialgleichungen fir
das Modell numerisch (iber die Simulation gel6st. Als Losung wird von dem Programm

eine FRAP-Kurve mit den entsprechenden Parametern ausgegeben.
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3.4 Filmwaagetechnik

Mit einer Filmwaage (Abb. 3.13) lassen sich die Eigenschaften eines diinnen, auf die
Wasseroberflache aufgebrachten Films aus amphiphilen Molekiilen untersuchen 8 Die
Filmwaage besteht aus einem wassergefiillten Teflontrog, der an zwei

gegeniberliegenden beweglichen Barrieren abgeschlossen ist.

Eine bekannte Menge dieser Molekile wird in Chloroform geldst. Einige Mikroliter
davon werden Uber eine Mikrospritze auf die Subphase der Wasseroberflache gegeben.
Das Losungsmittel verdampft und eine definierte Menge an Molekilen bleibt auf der
Oberflache zuriick. Dadurch wird eine bestimmte Flache pro Molekil definiert, wobei
die Flache der Filmwaage Uber die beweglichen Barrieren kontinuierlich verandert

werden kann.

Wilhelmy-MeRsystem

bewegliche Barrieren

Teflontrog

Abb. 3.13: Schematische Darstellung einer Filmwaage mit Wilhelmy-Messsystem. 8

Die einfachste MessgroRe ist die Oberflachenspannung y. Diese ist direkt proportional zu
der Kraft, mit der ein Filterpapierstiickchen in das Wasser gezogen wird. Das
MeRsystem, an dem das Filterpapier befestigt ist, nennt man Wilhelmy-MeRsystem.
Dieses reagiert sehr empfindlich auf Veranderungen bezlglich der Oberflachen-

spannung.

Bei der Zugabe von oberfachenaktiven Molekilen, wie z. B. Lipiden, verringert sich die

Oberflachenspannung. Die Differenz aus der Oberflaichenspannung einer reinen
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Wasseroberflache und der durch die Zugabe der veranderten Oberflichenspannung

wird lateraler Druck I'T genannt.

= Ywasser =V (3.19)

Die Repulsion der amphiphilen Molekile fiihrt bei Verringerung der Flache zur
Herabsetzung der Oberflachenspannung. Nach Gleichung (3.19) fihrt dies zu einer
Zunahme des lateralen Drucks. Daraus resultieren die Isothermen in einem

Druck-Flachen-Diagramm, wie es in Abb. 3.14 zu sehen ist.

In der Isotherme sind die Bereiche, bei denen ein konstanter Druck vorliegt,
gleichzusetzen mit Phasendnderungen des Systems, wie sie z. B. bei
Kettenordnungsilibergangen bei Lipiden gegeben sind. Ein Phasenlibergang, bei dem die
Koexistenz von zwei Phasen vorliegt, ist als Knick in der Isotherme zu finden. Daher tragt
eine solche aufgenommene Isotherme grundlegend zur Charakterisierung der Systeme

bei.

‘r festanalog (s)
=
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Flache pro Molekul

Abb. 3.14: Kompressionsisotherme einer DPPC-Monoschicht mit charakteristischen Zustandsphasen. 8
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In dieser Arbeit wurde die Filmwaagetechnik verwendet, um das Phasenverhalten des
polymerisierbaren Lipids 1,2-Bis(10,12-tricosadiynoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin (23:2

Diyen PC) (Avanti Polar Lipids) genauer zu charakterisieren.
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3.5 Praparative Methoden

3.5.1 Praparation festkorperunterstiizter Membranen

3.5.1.1 Spreiten von Vesikeln

Eine mogliche Methode, um festkérperunterstiitzte Lipiddoppelschichten herzustellen,
ist Uber die Technik des Vesikelspreitens auf einem planaren Substrat, wie z. B. Glas,
Glimmer oder Silizium-Wafer zu erreichen. Hierbei werden unilamellare Vesikel tiber die
Extrusionsmethode ** hergestellt und auf einen Festkorper gegeben. Der spontane
Spreitvorgang der unilamellaren Vesikel findet oberhalb der Phasenumwandlungs-
temperatur statt. Die Praparation der Vesikel erfolgt Uber Extrusion durch eine
Polycarbonatmembran mit mittlerer PorengroRe von 50 nm bis 1000 nm in einem
Miniextruder. Von Vorteil flir das Spreiten ist eine attraktive Wechselwirkung zwischen

den Vesikeln und der Oberfliche des Festkérpers ™.

Flr diese Methode missen die verwendeten Substrate eine gute Hydrophilie aufweisen.
Daher wurden die in dieser Arbeit verwendeten Silizum-Wafer (Si-Mat, Landsberg/Lech),
die bereits eine 100 nm Oxidschicht aufweisen, hydrophilisiert. Deshalb erhielten die
Silizium-Wafer fiir 15 bis 20 min ein ,Hydro-Bad” (H,O : NHs : H,0, = 5:1:1) bei einer
Temperatur von 75 °C. Danach wurden die Siliziumsubstrate bis zur Verwendung unter

Wasser gelagert.

Membranprdparation: In dieser Arbeit wurden Lipidfiime aus 1,2-Diphytanoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin (DPhPC) mit 0,2 mol% des Fluorophors BODIPY 500/510 HPC
und aus DPhPC und 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin  (DOPC) im
Stoffmengenverhaltnis 6 zu 4, ebenfalls mit 0,2 mol% BODIPY 500/510 HPC verwendet.
Zur Herstellung der Lipidfilme wurden zunachst Stammldsungen der Lipide in
Chloroform mit einer Konzentration von 10mgmL" angesetzt. Um eine
Gesamtlipidmenge von 0,5mg pro Film zu erhalten, wurden im Anschluss daran
entsprechende Volumina der Stammldsungen in Reagenzgldser pipettiert und mit

Stickstoff bei 38 °C vollstdndig verblasen, wodurch sich ein diinner Lipidfilm auf dem
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Boden des Reagenzglases bildete. Zur vollstandigen Entfernung der Losungsmittelreste
kam der an der Glaswand angelagerte diinne Lipidfilm fiir 3 h bei 35°C in einen
Vakuumtrockenschrank. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Lipidfiime bei 4 °C

gelagert.

Zur Herstellung der Vesikel wurde der Lipidfilm mit 1 mL eines 1 mM CaCl,-Puffers
(20 mM TRIS, 1 mM CaCl,, 100 mM NaCl, pH 7,4) far 10 min inkubiert. Im Anschluss
daran wurde der Lipidfilm dreimal im Abstand von 5 min fiir 30 s mit dem Vortexer
(Vortexer REAX, Heidolph) geschittelt, damit eine Suspension von multilamellaren
Vesikeln vorlag. Fir die Herstellung von unilamellaren Vesikeln wurde diese Suspension
31 mal durch einen Miniextruder (Liposofast®, Avestin, Kanada) durch eine
Polycarbonatmembran mit einem mittleren Porendurchmesser von 100 nm gedruickt.
Die unilamellaren Vesikel wurden auf das Siliziumsubstrat gegeben und fiir 1 h inkubiert.

AnschlieBend wurden die Proben griindlich mit Puffer gesplilt.

3.5.1.2 Langmuir-Blodgett-Technik

Eine andere Praparationsmethode, um festkorperunterstiitzte Lipiddoppelschichten
herzustellen, ist der Langmuir-Blodgett (LB) Ubertrag mit Hilfe der Filmwaage *°. Diese
Methode setzt sich aus einem hydrophilen und hydrophoben Ubertrag zusammen.
Zunachst werden die Lipide auf einer Wasseroberflache gespreitet. Im Anschluss daran
wird ein hydrophiles Substrat bei gleichbleibendem Oberflachendruck aus der Subphase
der Wasseroberfliche bewegt. Bei diesem Vorgang adsorbieren die hydrophilen
Kopfgruppen der Lipide auf die Substratoberfliche und die hydrophoben
Fettsdureketten ragen in die Luft. Der zweite hydrophobe Ubertrag erméglicht die
Herstellung einer Lipiddoppelschicht. Dabei wird ein zuvor mit der hydrophoben
Monoschicht praparierter Trager von oben bei konstantem Oberflachendruck in die
Subphase getaucht. Hierbei lagern sich die Lipide mit ihren hydrophoben Alkylketten
durch die hydrophoben Wechselwirkungen an die erste Monoschicht auf dem Substrat

an. Es liegt somit eine Lipiddoppelschicht vor.
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Die LB-Ubertrage wurden mit der Filmwaage und dem zugehérigen Filmlift der Firma
Riegler & Kirstein (Mainz) durchgefiihrt. Der hydrophobe Trager wurde durch den
Ubertrag von DPPC bei hohem Oberflichendruck auf einem Glassubstrat hergestellt. Der
hydrophobe Ubertrag erfolgte mit einer Barrierengeschwindigkeit von 4,8 mm?s™ und
einem lateralen Druck von M = 45 mN m™. Die Geschwindigkeit, mit der das Glassubstrat
aus der Subphase gezogen wurde, lag bei 0,2 mm min™. Der Oberflichendruck wurde
wahrend des Ubertrags durch eine automatische Regelung der Filmwaage auf
45 mN m™ gehalten. Die Triger wurden Uber Nacht getrocknet, bevor die zweite
Lipidschicht Ubertragen wurde. Nach dem Spreiten der in Chloroform geldsten
Lipidmischung DPhPC: 23:2 PC Diyen (Verhaltnis: 3:1) (23:2 PC Diyen: 1,2-Bis(10,12-
tricosadiynoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin), Kompression auf M=45mNm™* und
30 minitigem Aquilibrieren, wurde der hydrophobe Triger mit einer Geschwindigkeit
von 5 mm min in die Subphase abgesenkt. Die so hergestellten Lipiddoppelschichten

wurden permanent unter Flussigkeit gehalten.

3.5.2 Praparation von unilamellaren Riesenvesikeln (GUV)

Die Verwendung von riesigen unilamellaren Vesikeln (GUV: giant unilamellar vesicles) in
biochemischen und biophysikalischen Untersuchungen hat in den letzten Jahren an
Bedeutung gewonnen. Die Griinde hierfir sind deren vielseitige Einsetzbarkeit und auch

neue experimentelle Techniken zu ihrer Untersuchung 8,86

Aufgrund ihrer GroRe, der Durchmesser liegt abhdngig von der verwendeten
Lipidmischung im Durchschnitt zwischen 10 und 150 um, lassen sich GUVs sehr gut fir
lichtmikroskopische, beziehungsweise fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
heranziehen. Die Praparation der GUVs erfolgt liber Elektroformation (Elektroswelling).
Die Hydratisierung der Lipidfilme in wassriger Losung erfolgt in einem elektrischen Feld.
Diese Methode wurde 1986 von Angelova und Dimitrow fir eine planparallele sowie fiir

87-90

eine zylindrische Kammergeometrie veroffentlicht . Als elektrisches Feld kann

sowohl Wechselspannung als auch Gleichspannung verwendet werden.
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Der Aufbau eines Elektroformationsexperiments besteht aus einer Kammer und einer
Spannungsquelle. Uber die Parameter des elektrischen Feldes, der Frequenz und der

Spannung, wird das Vesikelwachstum kontrolliert.

Hamatokrit-Dichtungsmasse

Cu-Band

25 mm

—_—

75 mm

ITO-Objekttrager

Abb. 3.15: Schematische Darstellung einer Kammer zur GUV-Herstellung mittels Elektroformation.

Die verwendete Kammer besteht aus zwei Indium-Titanoxid (ITO)-beschichteten
Objekttragern (PGO, Iserlohn, Deutschland). Auf jedem Objekttrager befindet sich zur
Kontaktierung mit dem Potentialfeld ein Stiick Kupferband (PGO, Iserlohn, Deutschland).
Das Hamatokritwachs (Schitt, Gottingen, Deutschland) dient zur Abdichtung der

Kammer. Der Aufbau einer solchen Kammer ist in Abb. 3.15 dargestellt.

Auf die Objekttrager wurden 25 bis 30 uL der 2 (w/V)-% Lipidmischung in Chloroform mit
0,05 mol% Fluorophoranteil aufgebracht und flir etwa 12 h in den Trockenschrank
gelegt. Die Temperatur wurde oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur der
verwendeten Lipide gehalten. Danach wurde die Kammer, wie in Abb. 3.15 gezeigt,
zusammengebaut und das Innere mit bidestilliertem Wasser befiillt. An die Kupferfolie
wurde mittels eines Funktionsgenerators (Agilent 33220A, Boblingen, Deutschland) eine
sinusformige Wechselspannung von 1,6 V bei 12 Hz fiir 3 h angelegt. Nach dieser Zeit
wurde fir 10min bei gleichbleibendem Potential zur 5Hz Rechteckspannung
gewechselt. Das Anlegen der Rechteckspannung beim verwendeten Aufbau fir die
Praparation der GUVs am Ende soll das Loésen der GUVs von der Elektrodenoberflache

forcieren.
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Abb. 3.16: Schematische Darstellung der Praparation von GUVs nach der Elektroformationsmethode. E zeigt die
Richtung des externen elektrischen Feldes an. (A) Hydratisierter Lipidfilm in wassriger Losung ohne externes
elektrisches Feld auf der Elektrodenoberfliche. (B) Durch ein externes elektrisches Feld wird eine periodische
Schwingung senkrecht zur Elektrodenflache erzeugt. Die lamellaren Lipidschichten separieren sich und beginnen
sogenannte ,,Pilzstrukturen” zu bilden. (C) Bedingt durch das externe elektrische Feld wachsen diese ,,Pilzstrukturen”
weiter bis sich diese untereinander beriihren. (D) Die Kontaktflache der pilzahnlichen Strukturen vergroRert sich, bis
es durch das externe elektrische Feld zur Fusion einer gréeren pilzdhnlichen Struktur kommt und als sphérischer
Vesikel sich von der Elektrodenoberflache ablost.

Der exakte Mechanismus dieser Art der Vesikelbildung in einem elektrischen Feld ist
bisher noch nicht genau geklart. Fest steht, dass nur Liposomen oberhalb der
Phasenumwandlungstemperatur gebildet werden und wahrend der Formation der
Liposomen Flissigkeiten oder auch groRere Partikel eingeschlossen werden kénnen. Des
Weiteren ist die Elektroformationsmethode auf lonenstarken unterhalb von 10 mM NaCl
beschrankt, da ein hoherer Anteil die Vesikelbildung verhindert. Ein moglicher Ablauf,
der wahrend der Elektroformation zur Bildung von GUVs fihrt, ist in Abb. 3.16
dargestellt °*. Es liegt ein externes elektrisches Feld mit einer definierten Frequenz an.
Die periodischen Schwingungen sind senkrecht zur Elektrodenoberflache gerichtet, auf
der sich der Lipidfilm befindet (Abb. 3.16 (A)). Wie in Abb. 3.16 (B) zu sehen ist, werden
die lamellaren Schichten separiert und wachsen zu sogenannten ,Pilzstrukturen®. Die

GroRe, die dabei von diesen Strukturen erreicht werden kann, liegt bei etwa 10-20 um,
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das entspricht in etwa der GroRe spontan quellender Lipidfilme. Durch das Wachstum
der pilzdhnlichen Strukturen beriihren sich diese untereinander (Abb. 3.16 (C)). Die
Kontaktflache vergroRert sich, bis schlieBlich durch die Schwingung des elektrischen
Feldes die Flache destabilisiert wird und es, wie in Abb. 3.16 (D), zu einer Fusion zweier
Vesikel zu einem groReren Vesikel kommt. Nach ein paar Minuten wird aus der

»Pilzstruktur” ein spharischer Vesikel, der sich von der Elektrodenoberflache 16st.

3.5.3 Praparation von funktionalisierten porésen Substraten

Die in dieser Arbeit verwendeten porosen Siliziumsubstrate sind in Abb. 3.17 zu sehen.
Aufgrund der Probengeometrie eignen sich fiir die Impedanzspektroskopie lediglich die
Siliziumsubstrate mit der Porenkantenldnge von 7 um (Infineon, Minchen)

(Abb. 3.17 (A)).
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Abb. 3.17: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen der pordsen Siliziumstrukturen. (A) Ubersichtsaufnahme des
pordsen Siliziumsubstrates mit 7 um Kantenldnge der Poren. Die Pordsitdit der Gesamtfliche betrdgt 53 %.
(B) Ubersichtsaufnahme des porésen Siliziumsubstrates mit 2 um Porendurchmesser. Die Pordsitat betréigt 48 % der
Gesamtflache. Der MalRstabsbalken in den Bildern entspricht 20 um.

Diese Susbtrate sind durchgangig mit Poren bedeckt und weisen keine fiir die Impedanz
stérenden Festkorperbereiche auf  und wurden ebenfalls  far  die
fluoreszenzmikroskopischen Messungen verwendet Hingegen sind die Substrate mit
einem Porendurchmesser von 2 um (Fluxxion, Eindhoven, Niederlande) nur fiir die

optische Methode der Fluoreszenzmikroskopie geeignet (Abb. 3.17 (B)), da sie eine
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alternierende Struktur von definierten Poren- und Festkorperbereichen aufweisen. Die
porose Struktur dieser Substrate wurde (iber photolithographische Methoden

hergestellt 92:9

. Um diese Substrate fiir die weitere Membranpradparation verwenden zu
kénnen, wurden diese mit einer Lipidmonoschicht funktionalisiert. Hierfiir wurde die

Affinitat von Thiolen zu Gold genutzt 2.

Funktionalisierung mit Dipalmitoylphosphatidylthioethanol (DPPTE): Die pordsen
Siliziumsubstrate wurden zunachst fir 5min im Argonplasma (Plasma Cleaner
PDC 32G-2, Harrick, USA) gereinigt. AnschlieBend wurde das Silizium mit einer 2,5 nm
Titanschicht besputtert (Sputter Coater 108 auto, Cressington, UK). Die Titanschicht
dient als Haftvermittler fir die anschlieend aufgetragene Goldschicht. Im Fall der
porosen Siliziumsubstrate mit 2 um Porendurchmesser wurden 60 nm Gold und bei den
pordsen Substraten mit 7 um Porendurchmesser wurden 180 nm Gold aufgetragen. Die
Substrate wurden Uber Nacht mit einer ethanolischen 0,5 mM DPPTE-L6sung bei 4 °C
inkubiert. Auf den Porenstegen wurde Uber den self assembly-Prozess eine
Lipidmonoschicht gebildet Nach der erfolgreichen Funktionalisierung wurde das Substrat
fir 30 min in Ethanol gereinigt und vor dem Einbau in die Messkammer im

Stickstoffstrom getrocknet

Funktionalisierung mit Cholesterylpolyethylenoxythiol (CPEO3): Lediglich das porose
Substrat mit dem Porendurchmesser von 2 um wurde mit CPEO3 funktionalisiert. Die
Behandlung des Substrates war bis zum Aufbringen der 60 nm Goldschicht der
Praparation des Substrates mit DPPTE dhnlich. Anstelle der Funktionalisierung mit DPTTE
wurden die Substrate mit 0,1 mM CPEO3 in n-Propanol tiber Nacht bei Raumtemperatur

inkubiert *®

. Es bildete sich Uber self assembly eine Lipidmonoschicht aus. Vor der
Verwendung wurden die Substrate fiir 30 min in Ethanol p. A. gespllt und danach fir 1 h
in eine 0,1 M NaCl-Lésung zum Quellen des CPEO3 gelegt. Nach Austausch der
NaCl-Losung gegen einen TRIS-Puffer (20 mM TRIS, 100 mM NacCl, pH 7,4) ohne CaCl,
konnten die  Substrate  weiterverwendet werden. Die  Substrate mit

CPEO3-Funktionalisierung  wurden  ausschlielBlich  fir die Prdaparation der

porenliberspannenden Membranen unter Verwendung von GUVs benutzt.



3.5 Praparative Methoden 51

3.5.4 Praparation von Black Lipid Membranes (BLM)

Die Erzeugung von black lipid membrane (BLM) wurde {ber die sogenannte
Miller-Rudin Technik durchgefiihrt. Hierzu wurde auf einem unfunktionalisierten
Siliziumtrager, in dessen Mitte sich ein circa 1 mm grolRes Loch befand, eine Lipidldsung,
bestehend aus 2 (w/V)-% DPhPC in n-Dekan gelost und dotiert mit 0,2 mol% des
Fluorophores BODIPY 500/510 HPC, mit einem stark ausgediinnten Pinsel aufgestrichen.

Nach dem Ausdiinnungsprozess lag eine Lipiddoppelschicht vor.

3.5.5 Praparation von poreniiberspannenden Membranen

3.5.5.1 Praparation der mikro-BLMs

Die mikro-BLMs wurden sowohl impedanzspektroskopisch als auch

fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Impedanzspektroskopie: Fir die impedanzspektroskopischen Messungen wurden die
vorher mit DPPTE funktionalisierten Substrate zwischen zwei Teflonkammern fixiert
(Abb. 3.3). Die Kammern wurden mit einer 0,5 M KCI-Lésung befillt. Nach Einbau des
Substrates wurden 8,5 pL einer 2 (w/V)-% DPhPC-Losung in n-Dekan auf das Substrat

pipettiert und der Ausdiinnprozess aufgezeichnet

Fluoreszenzmikroskopie: Fiir die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden
die mit DPPTE funktionalisierten Substrate in den in Abb. 3.18 schematisch dargestellten
Probenhalter eingebaut. Die Kammer wurde wahlweise mit einer 0,5 M KCI-Loésung oder
dem oben beschriebenen 1mM CaCl,/TRIS-Puffer (1 mM CaCl,, 20 mM TRIS,
100 mM NaCl, pH 7,4) befillt. AnschlieRend wurde eine 2 (w/V)-% Lipidldsung mit
Fluorophor mit Hilfe eines stark ausgediinnten Pinsels auf die pordse Struktur
aufgebracht und der Probe 30-60 min Zeit zum Ausdiinnen gegeben, damit sich eine

Lipiddoppelschicht Giber den Poren bilden kann.



52 MATERIALIEN UND METHODEN

Silizium-Substrat Puffer

Halter

Abb. 3.18: Schematische Darstellung der bei den Fluoreszenzmikroskopie-Experimenten verwendeten Probenhalters.

Die verwendeten Lipid-Fluorophormischungen sind:

Tabelle 3.2: Lipid-Fluorophor-Losungen flr die Fluoreszenz-Messungen

Lipid Fluorophor Losungsmittel
DPhPC 2 (w/V)-% BODIPY 500/510 HPC n-Dekan
0,2 mol%
DPhPC 2 (w/V)-% Texas Red DHPE n-Dekan
0,1 mol%
DPhPC 2 (w/V)-% NBD-PE n-Dekan
0,5 mol%
DPhPC : 23:2 Diyen PC BODIPY 500/510 HPC n-Dekan :
19:1 0,2 mol% Chloroform
1:1

Die Lipid-Fluorophormischung DPhPC mit NBD-PE wurde fiir die Quenching-Versuche
verwendet, da das NBD-PE mit dem verwendeten Quencher Kobalt(ll)chlorid reagiert,
Texas Red DHPE und BODIPY 500/510 HPC dagegen nicht. Hierfir wurde das
funktionalisierte Substrat in eine Zweikompartimentenkammer eingebaut, damit eine

Zugangsmoglichkeit zur Unterseite des Substrates bestand.
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3.5.5.2 Spreiten der GUVs auf porésem Siliziumsubstrat

Die mit CPEO3 funktionalisierten 2 um pordsen Substrate wurden nur fur die
Fluoreszenzmessungen verwendet. Hierbei konnte die Kammer aus Abb. 3.18 benutzt
werden. Als Puffer fand zunachst ein TRIS-Puffer (20 mM TRIS, 100 mM NacCl, pH 7,4)
ohne CaCl, Verwendung. In die Kammer wurden 2,8 mL dieses Puffers und 200 uL der
unverdinnten GUV-Losung in bidestilliertem Wasser gegeben. Um die GUVs auf dem
porosen Material zum Spreiten zu bringen, erfolgte eine Zugabe von entweder
80-100 MM CaCl, oder 33,33 mM einer Polyethylenglycol 6000-L6sung (PEG). Beim
Spreiten mit CaCl, wurde die Probe 30 min inkubiert. Danach wurde mit 500 mL eines
1 mM CaCly-Puffer (1 mM CaCl, 20 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 7,4) gespiilt. Bei der
Verwendung von PEG als Spreithilfe blieb die Probe maximal 10 min stehen. Danach
wurde die Probe mit 1000 mL des CaCl,-Puffers (1 mM CaCl, 20 mM TRIS, 100 mM NaCl,
pH 7,4) gespillt. Vor dem Spilen wurde bei beiden Praparationsarten der

Bedeckungsgrad mit dem Fluoreszenzmikroskop gepriift.
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3.6 Photopolymerization von Lipiddoppelschichten aus Diacetylen

Das polymerisierbare Lipid 1,2-Bis(10,12-tricosadiynoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin
(23:2 PC Diyen) enthalt in beiden Alkylketten je zwei konjugierte Acetylengruppen
(Abb. 3.19), die unter Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenldnge 254 nm polymerisieren
kdnnen. Voraussetzung flr die Polymerisation ist ein hochgeordneter Zustand, wie er
z. B. in einem Langmuir-Blodgett-Ubertrag in der kondensierten Phase vorliegt. Unter
diesen Umstanden werden die Alkylketten benachbarter Molekiile zu einem Netzwerk
verknipft. Die erfolgte Polymerisation ist visuell mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes
nachweisbar, da das Polymer von rétlicher Farbe ist und Absorptionsmaxima bei 485 nm

und 525 nm zeigt 799
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Abb. 3.19: 1,2-Bis(10,12-tricosadiynoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin (23:2 PC Diyen). 37

Als Lichtquelle fir die Polymerisation diente eine Niedrigdruck Quecksilberdampflampe
(2 W, UPV, Pen-Ray, UK), die UV-Licht bei einer Wellenlange von 254 nm emittiert. Die
Durchfiihrung der Polymerisation erfolgte nach Praparation der poreniiberspannenden
Membranen auf den pordsen Siliziumsubstraten mit dem 2 um Porendurchmesser. Vor
der Polymerisation erfolgte der Austausch des Puffers gegen einen entgasten Puffer, da
Sauerstoffspuren die Polymerisation verhindern, indem Triplettsauerstoff mit den

Diacetylenradikalen unter Bildung von Peroxiden reagiert 100

Der Abstand der UV-Lampe wurde Uber eine Stativhalterung auf etwa 5 cm vom Substrat
festgelegt, damit eine definierte Leistung, die etwa 1 bis 2 mW cm™ entspricht, auf die
Probenoberflache trifft. Die Dauer der Beleuchtung mit UV-Licht betrug zwischen 5 und

10 min.
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4.1 Stabilitatsmessung der mikro-BLMs iiber Impedanzspektroskopie

Pordse Substrate im Mikro- und Nanobereich bilden eine gute Voraussetzung fiir die
Bildung von artifiziellen Membransystemen, die vielseitige Anwendungsmoglichkeiten
bieten. So kdénnen diese z. B. bei der Untersuchung von lonenkandlen genutzt werden,
da sie von beiden Seiten kontaktierbar sind. Zur Untersuchung der Langzeitstabilitat und
der Veranderung der elektrischen Eigenschaften (ber einen bestimmten
Beobachtungszeitraum wurden in dieser Arbeit impedanzspektroskopische Messungen
an mikro-BLMs auf porosen Siliziumsubstraten durchgefiihrt. Diese
Impedanzexperimente an den mikro-BLMs sollten zusatzlich fiir einen direkten Vergleich

zu den visuellen Beobachtungen aus Kapitel 4.2 herangezogen werden.

Die impedanzspektroskopischen Messungen wurden an mikro-BLMs, bestehend aus
DPhPC, durchgefiihrt. Als Substrat wurde poroses Silizium mit einem Porendurchmesser
von 7um verwendet Dieses wurde, wie in Kapitel 3.5.3 beschrieben, mit
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphothioethanol (DPPTE) funktionalisiert und, wie in

Kapitel 3.5.5.1 erlautert, prapariert.

Nach dem Ausdinnen der zugegebenen Lipidldsung, 2 (w/v)-% DPhPC in n-Dekan,
erfolgte die Aufnahme von Impedanzspektren in einem Frequenzbereich von
107 - 10° Hz. Aus diesen Spektren konnten der jeweilige Membranwiderstand R, und die
Membrankapazitat C,, mit Hilfe einer nichtlinearen Kurvenanpassung bestimmt werden.
Als Grundlage fir die Kurvenanpassung wurde das in Abb. 4.1 (B) gezeigte

Ersatzschaltbild verwendet.
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Abb. 4.1: Ersatzschaltkreise fiir die Kurvenanpassung der Impedanzspektroskopischen Daten. (A) Reihenschaltung des
Elektrolytwiderstandes R, und der Membrankapazitat C,. (B) Parallelschaltung der Membrankapazitdt C,, mit dem
Membranwiderstand R, in Serie zum Elektrolytwiderstand R,. (C) Austausch der Membrankapazitit C,, gegen ein
constant phase element (CPE).

Re bezeichnet hierbei den Elektrolytwiderstand. Membranwiderstande R,, groRer als
3GQ koénnen im beobachteten Frequenzbereich nicht bestimmt werden, sondern
werden erst bei niedrigeren Frequenzen beobachtet, die mit dem verwendeten
Impedanzgerat nicht erreicht werden kénnen. Ein charakteristisches Impedanzspektrum
ist in Abb. 4.2 gezeigt. Der absolute Wert der Impedanz |Z|(f) ist in Abb. 4.2 (a)
dargestellt, Abb. 4.2 (b) zeigt die Veranderung des Phasenwinkels ¢(f) Uber den

Frequenzbereich.
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Abb. 4.2: Impedanzspektroskopische Analyse der mikro-BLMs bestehend aus DPhPC Uber den Siliziumporen
(O = 7 um) in 0,5 M KCl-Losung Uber eine Zeitperiode von 8,3 h. Der Absolutwert der Impedanz |Z|(f) (a) und der
Phasenwinkel ¢(f) (b) ist zu folgenden Zeitpunkten nach Ausbildung der Membran aufgetragen: (griin) 0,6 h , (rot)
2,2 h , (blau) 8,3 h. Die durchgezogenen Linien sind das Ergebnis einer nichtlinearen Kurvananpassung mit dem
RCR-Schaltbild (Abb. 4.1 {B)) mit den Parametern: (griin) C,, = 0,008 uF, R, = 220 Q; (rot) C,, = 0,012 uF, R,, = 2,7 GQ,
Re = 190 Q; (blau) C,, = 0,022 puF, R, = 51 MQ, R, = 172 Q. Die gestrichelten Linien sind das Ergebnis eines
Schaltkreises mit CPE (Abb. 4.1 (C)). Die Parameter hierfir lauten: A = 0,034 uF; a = 0,92, R, = 57 MQ,
R. =160 Q.
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Beide Graphen beinhalten den Aspekt der zeitlichen Veranderung der Spektren. Direkt
nach der Bildung der mikro-BLMs wird das Impedanzspektrum durch einen hohen
Membranwiderstand, der nicht detektierbar ist, den Elektrolytwiderstand, der bei hohen
Frequenzen liegt, und die Membrankapazitit im Frequenzbereich unter 10° Hz (Abb. 4.2
(a)/(b), griine Kurve) charakterisiert. Die Datenanpassung mit dem Ersatzschaltbild einer
Serienschaltung von Elektrolytwiderstand und Membrankapazitdt (Abb. 4.1 (A)) liefert

folgende Werte fir den Elektrolytwiderstand Re =220 Q und fiir die Membrankapazitat

Cn =0,008 uF. Letzteres ergibt eine spezifische Membrankapzitat C?m =0,66 uF cm?

unter Bertcksichtigung einer porosen Flache von F= 0,01 cm?.

Uber die Zeit sinkt der Membranwiderstand und wird im Impedanzspektrum ablesbar
(Abb. 4.2 (a) und (b) roter und blauer Kurvenverlauf). Als Grundlage fur die
Kurvenanpassung wurde das Ersatzschaltbild aus Abb. 4.1 (B) verwendet Fir den roten
Kurvenverlauf in beiden Graphen, 2,2 h nach Bildung der Membran, wird ein

Membranwiderstand R, =2,7GQ und eine Membrankapazitit C,=0,012 pyF,
beziehungsweise eine spezifische Membrankapazitat von ch = 1,00 uF cm?, erhalten.

Fiir den blauen Kurvenverlauf in Abb. 4.2, 8,3 h nach Membranbildung, liefert die

Kurvenanpassung die Werte fir den Membranwiderstand von R, =51MQ und
spezifische Membrankapazitdt von ch =1,87 uF cm™. Allerdings ist hier zu erkennen,

dass die Daten (Abb. 4.2 (a) und (b), durchgezogene Linie) mit der Anpassung des
Ersatzschaltbildes aus Abb. 4.1 (B) nicht mehr gut Ubereinstimmen, je weiter der
Membranwiderstand sinkt. Das Verhalten einer Membran als idealer Kondensator ist bei
diesem Impedanzspektrum nicht mehr gegeben. Um eine bessere Ubereinstimmung
zwischen Kurvenanpassung und Daten zu erhalten, wird ein alternatives Ersatzschaltbild
herangezogen, in dem die Membrankapazitat C,, durch ein CPE (constant phase element)
ersetzt wird (Abb. 4.1 (C)). Ein CPE beschreibt ein verzweigtes Netzwerk von Ohmschen
Widerstinden und Kapazitaten 2. Ein CPE wird in der Impedanzspektroskopie z. B. zur
Beschreibung hoher Oberflachenrauhigkeiten herangezogen. Zu friilheren Zeitpunkten
sind die elektrischen Eigenschaften der mikro-BLMs in den Impedanzspektren gut mit
dem Ersatzschaltkreis Abb. 4.1 (B) zu beschreiben. Daher muss in den spateren

Impedanzspektren eine Veranderung der Oberflaiche vorliegen, die nach einer
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Verwendung des CPE im Ersatzschaltbild fiir die Kurvenanpassung verlangt. Diese
Verwendung des CPE bringt eine gute Ubereinstimmung zwischen Daten und
Kurvenanpassung (Abb. 4.2 (a) und (b), gestrichelte Linie). Die Abweichung von der
idealen Kapazitat ist durch den Parameter o gegeben. Im Falle eines Wertes von a =1
liegt eine ideale Kapazitat vor. Dieser Parameter betragt nach 8,3h a=0,92, d. h., es

liegt eine Membran mit einer geringen Abweichung vom idealen kapazitiven Verhalten

vor.
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Abb. 4.3: (a) Verdnderung des Membranwiderstands als Funktion der Zeit. (b) Zeitabhangige Verdnderung der
spezifischen Membrankapazitat als Funktion der Zeit. Die Parameter wurden aus den Impedanzspektren ermittelt. Die
Datenanpassung der einzelnen Impedanzspektren erfolgte mit Hilfe des RCR-Schaltbildes aus Abb. 4.1 (B). Die
durchgezogene Linie ist das Ergebnis einer Datenanpassung fiir (a) mit einer abfallenden Exponentialfunktion und fir
(b) mit einer ansteigenden Exponentialfunktion. Der jeweilige T-Wert der Anpassung ist fir (a) T=(2,9 £ 1,0) h™ und
fur(b)T=(3,3+1,6) h™.

Die kontinuierliche Abnahme des Membranwiderstands und der Anstieg der spezifischen

Membrankapazitat Gber die Zeit sind graphisch in

Abb. 4.3 dokumentiert. Direkt nach Bildung der mikro-BLMs liegt der
Membranwiderstand liber 3 GQ und kann daher nicht bestimmt werden. Erst nach 1,7 h
ist es moglich, den Membranwiderstand mit 2,7 GQ aus dem Impedanzspektrum zu
ermitteln. Dieser fallt weiterhin bis auf 0,05 GQ nach 8,3 h ab. Aus der Kurvenanpassung
mit einer abfallenden Exponentialfunktion erster Ordnung ergibt sich eine
Geschwindigkeitskonstante  von T =(2,9+1,0)h* fir den  Abfall des

Membranwiderstands. Aus
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Abb. 4.3 (b) ist zu entnehmen, dass es im Gegensatz zum Abfall des
Membranwiderstands in (a) zu einem Anstieg der spezifischen Membrankapazitat tGber
die Zeit kommt. Direkt nach der Bildung der mikro-BLMs betragt der spezifische
Widerstand 0,66 uF cm™ und steigt nach 8,3 h auf 1,87 uF cm™ an. Die Anpassung einer
Exponentialfunktion erster. Ordnung liefert eine Geschwindigkeitskonstante fiir den
Anstieg von T = (3,3 +1,6) ht. Entsprechend der Qualitat der praparierten mikro-BLMs
auf dem pordsen Substrat mit 7 um Porendurchmesser ergeben sich bei verschiedenen
Experimenten unterschiedliche Stabilitatszeiten. Aullerdem werden unterschiedliche
Zeiten flur den Abfall des Membranwiderstands und den Anstieg der spezifischen
Membrankapazitat gemessen. Die Zeit der Stabilitat der mikro-BLMs hatte eine Spanne

von 30 min bis hin zu mehreren Tagen.

Andere Siliziumsubstrate mit kleineren PorengroRen konnten nicht untersucht werden,
da deren Probengeometrie fiir die Impedanzspektroskopie nicht geeignet ist. Wie in
Abb. 3.17 an den Elektronenmikroskopaufnahmen zu sehen ist, wechselten sich bei den
pordsen Siliziumsubstraten mit einem Porendurchmesser von 2 um die pordsen Fldachen
mit Festkdrperbereichen ab. Diese Unterbrechung der pordsen Flache wirkte sich

nachteilig fur die Impedanzspektroskopie aus.
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4.2 Stabilitaitsmessung von mikro-BLMs mittels Fluoreszenz-

mikroskopie

4.2.1 Stabilititsmessung der porosen DPPTE-funktionalisierten

Siliziumsubstrate mit einem Porendurchmesser von 7 pm

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie war es moglich, die mikro-BLMs visuell abzubilden.
Dadurch konnte die zeitliche Veranderung der Oberfldache, die in der Impedanz durch
den Abfall des Membranwiderstands beschrieben wurde, untersucht werden. Die
Lipidlosung, 2 (w/v)-% DPhPC in n-Dekan, war mit 0,1 mol% des Fluorophors Texas Red
DHPE dotiert und wurde mit einem stark ausgediinnten Pinsel auf das mit DPPTE
funktionalisierte Siliziumsubstrat aufgebracht. Nach dem Ausdinnprozess lag eine
homogene Fluoreszenz im Porenbereich vor (Abb. 4.4 (A)). Die Stege erscheinen in den
Fluoreszenzbildern dunkel, da das aufgebrachte Gold die Fluoreszenz des Fluorophors
|[6scht. Die mit mikro-BLMS bedeckten Poren hingegen sind als helle Rechtecke,
beziehungsweise bei anderer Fokussierung auch als Rechtecke mit abgerundeten Ecken,
erkennbar. Das unterschiedliche Fluoreszenzverhalten tiber den Poren und auf den
Stegen ist von Vorteil fir die Messung, da hiermit eine klare Abgrenzung zwischen den
mikro-BLMs und dem Stegbereich gegeben ist und die zeitliche Veranderung der

einzelnen mikro-BLMs gut detektiert werden kann.
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Abb. 4.4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mikro-BLMs, bestehend aus DPhPC, dotiert mit 0,1 mol% Texas
Red DHPE, (Substrat: poroses Silizium mit 7 um Porendurchmesser, Funktionalisierung: DPPTE, 0,5M KCl). Die
Aufnahmen sind zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bildung der Membran aufgenommen und zeigen das ReiRen der
mikro-BLMs (iber den Porenbereichen (ber einen Zeitraum von vier Stunden. (A) t=0h, (B) t=0,8h,
(C) t=2,5hund (D) t =4 h nach Membranbildung. Der Maf3stabsbalken in den Bildern entspricht 20 um.

In Abb. 4.4 (A) bis (D) ist ein typischer Zeitverlauf einer Fluoreszenzmessung an
mikro-BLMs Uiber einen Bereich von vier Stunden dargestellt. Zum Zeitpunkt t = 0 h liegt
eine homogene Fluoreszenz Uber fast allen Poren vor (Abb. 4.4 (A)). Bereits 0,8 h nach
Membranbildung reilen einzelne mikro-BLMs. Zu beobachten ist dies in der unteren
linken Ecke an den vereinzelten dunklen Rechtecken in Abb. 4.4 (B). Wahrend der
nachsten 3,5 h reilen immer mehr mikro-BLMs {ber den Poren unabhangig
voneinander. Vier Stunden nach Bildung der Membran erscheinen nur noch vereinzelte
Poren hell im Fluoreszenzmikroskop, das auf eine geringere Bedeckung mit mikro-BLMs

als zu Beginn der Messung hindeutet (Abb. 4.4 (D)).

Zur zeitlichen Auswertung des ReiRverhaltens der mikro-BLMs Uber den Poren wurde
eine Pixelanalyse mit dem Programm SPIP® durchgefiihrt (Abb. 4.5). Fir die
Durchfiihrung der Pixelanalyse wurde die Fluoreszenz des ersten Bildes (Abb. 4.4 (A)) auf

100 % gesetzt.
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Abb. 4.5: Ergebnisse der Pixelanalyse (SPIP®) der in Abb. 4.4 zezeigten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Bild
(A) aus Abb. 4.4 wurde als 100 % Bedeckung angenommen und die folgenden Werte auf Bild (A) normiert. Bei der
Kurvenanpassung (rote Linie) handelt es sich um einen exponentiellen Abfall 1. Ordnung, die
Geschwindigkeitskonstante betréagt: 1= (3,6 + 1,4) h™.

Abb. 4.5 zeigt den zeitlichen Verlauf der Abnahme der Porenbedeckung. Innerhalb der
ersten drei Stunden sind bereits 70 % der mikro-BLMs, die die Poren bedecken, gerissen.
Die exponentiell abfallende Kurvenanpassung liefert eine Geschwindigkeitskonstante
von T=(3,6+1,4) h™’. Der Wert ist denen, die fir die Geschwindigkeitskonstanten aus
der Impedanzmessung fiir die zeitliche Veranderung des Membranwiderstands und der
spezifischen Membrankapazitat erhalten wurde, dhnlich. Allerdings ist zu beachten, dass
bei der Impedanzmessung Uber die gesamte pordse Flache gemessen wird, wohingegen
bei der Fluoreszenzmikroskopie nur ein begrenztes Gebiet der pordsen Flache
betrachtet werden kann. Fir die Geschwindigkeitskonstante der Abnahme der
Bedeckung bei den Fluoreszenzmessungen lieB sich ein Intervall von 1,4- 4,2 ht

ermitteln.
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Abb. 4.6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mikro-BLMs, bestehend aus DPhPC, dotiert mit 0,1 mol% Texas
Red DHPE (Substrat: pordses Silizium mit einem Porendurchmesser von 7 um; Funktionalisierung: DPTTE, 0,5 m KCI)
17 h nach der Praparation abhdngig von dem beobachteten Gebiet sind die mikro-BLMs Uber den Poren (A) fast
vollstandig gerissen, (B) teilweise gerissen und (C) vollstdndig bedeckt. Der MaRstabsbalken in den Bildern betragt
10 um.

Da die Beobachtung der Stabilitdt der mikro-BLMs (iber den Poren lokal auf ein Gebiet
der Probe begrenzt war, lieRen sich auf den Proben zum Ende der Messung
unterschiedliche Bedeckungszustande beziiglich der mikro-BLMs lber den Poren finden.
Um diese Unterschiede in der Bedeckung in den Fluoreszenzmessungen zu
verdeutlichen, sind in Abb. 4.6 drei mogliche Falle der Bedeckung dargestellt, die nach
17 Stunden fluoreszenzmikroskopisch beobachtet werden konnten. In Abb. 4.6 (A) sind
nur noch vereinzelt Poren von mikro-BLMs bedeckt. In Bild (B) hingegen waren mehr als
die Hélfte der Poren von mikro-BLMs Uberdeckt. Auf der Fluoreszenzaufnahme (C) ist
keine einzige mikro-BLM gerissen. Es liegt in diesem Bereich eine 100%-ige Bedeckung
vor. Es ist somit ein entscheidender Punkt fir die Geschwindigkeitskonstante T, die sich
anhand der Pixelanalyse ergibt, an welcher Stelle der Probe die Stabilitditsmessung

durchgefiihrt wurde.
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4.2.2 Stabilitaitsmessung von porosen OoDT funktionalisierten

Siliziumsubstraten mit Porendurchmesser von 7 pm

Zur Uberpriifung, ob das ReiBen der mikro-BLMs {iber den Poren von dem zur
Funktionalisierung verwendeten Thiol abhangt, wurden die Siliziumsubstrate an Stelle
von DPPTE mit dem Octadekanthiol (ODT) funktionalisiert. Diese so verdnderten Proben
(Abb. 4.7) liefern dhnliche Ergebnisse wie die mikro-BLMs, die auf DPPTE prapariert
wurden. Jedoch ist anzumerken, dass mikro-BLMs auf ODT-funktionalisierten Substraten
wesentlich schneller reiBen als die auf DPPTE funktionalisierten Substraten. Bereits in
der ersten halben Stunde nach Membranbildung sind mehr als die Halfte der
mikro-BLMs liber den Poren nicht mehr vorhanden (Abb. 4.7 (B)). Nach zwei Stunden ist

im ausgewahlten Bereich die Bedeckung der Poren auf nahe 0 % gesunken (Abb. 4.7 (E)).
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Abb. 4.7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mikro-BLMs bestehend aus DPhPC dotiert mit 0,2 mol% BODIPY
500/510 HPC (Substrat: poréses Silizium mit 7 um Porendurchmesser, Funktionalisierung: ODT, 0,5M KCl). Die
Aufnahmen sind zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bildung der Membran aufgenommen und zeigen das ReiRen der
mikro-BLMs Uber den Porenbereichen (A) t=0h, (B) t=0,5h, (C) t = 1,5 h und (D) t = 2 h nach Membranbildung; Der
MalRstabsbalken in den Bildern entspricht 20 um.

Dieser Verlauf spiegelt sich auch das in Abb. 4.8 gezeigte Ergebnis der Pixelanalyse
wieder. Die Bedeckung der Poren im ersten Bild wurde auf 100 % gesetzt. Innerhalb der

ersten halben Stunde sinkt die Bedeckung der Poren auf 25 % und nimmt fast linear
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innerhalb der nachsten 1,5 h auf fast 0 % ab. Ein exponentieller Abfall der Bedeckung

wurde demnach nicht beobachtet
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Abb. 4.8: Ergebnis der Pixelanalyse, der in Abb. 4.7 dargestellten Fluoreszenzbilder von mikro-BLMs auf porésem
Siliziumsubstrat mit einem Porendurchmesser von 7 um. Das erste Bild aus dieser Messung wurde auf 100 % bezlglich
der Bedeckung normiert.

4.2.3 Stabilititsmessung von porosen DPPTE funktionalisierten

Siliziumsubstraten mit einem Porendurchmesser von 2 pm

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie ist es moglich, andere PorengréBen in die
Betrachtung des Reillverhaltens der mikro-BLMs mit einzubeziehen. Dies war bei den
Impedanzmessungen nicht mdéglich. Allerdings ergibt sich hier das Problem, dass die
Probengeometrie der pordsen Substrate anders geartet ist (vgl. Abb. 3.17) als bei dem
porosen Substrat mit 7 um Porendurchmesser. Da die einzelnen Porenbereiche durch
grofRe Festkorperbereiche unterteilt sind, ist der Einfluss des Losungsmittels in den
Porenbereichen wesentlich groRer als bei den porésen Substraten mit durchgangiger
poroser Flache, da sich das Losungsmittel auf den Festkorperbereichen sammelt.
Losungsmitteleinflisse sind in den nach Miiller-Rudin praparierten mikro-BLMs immer

gegeben, da bei dem Ausdiinnprozess Reste in der Membran verbleiben und zur
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Fluiditat des Systems beitragen kénnen. Durch die Warmeentwicklung der verwendeten
Quecksilberdampflampe des Fluoreszenzmikroskopes wurden diese dynamisch
beeinflusst und bildeten eine neue Membran aus. Diese dynamischen Prozesse wirken
sich auf das Ergebnis der Messungen zur Langzeitstabilitdt der mikro-BLMs aus. In
Abb. 4.9 sind Fluoreszenzaufnahmen einer Messung von mikro-BLMs (iber die Dauer von
15 h dargestellt. Bild (A) zeigt eine homogene Fluoreszenz Giber den Poren. Bereits nach
einer halben Stunde bildet sich in den Randbereichen ein heller Streifen aus, der als
Losungsmittel-Lipid-Fluorophor-Reservoir interpretiert werden kann (Abb. 4.9 (B)). Von
diesem Reservoir lduft sofort nach Einschalten der Lampe eine Welle Uber den

Porenbereich und Uberdeckt das pordse Substrat vollstandig mit neuen mikro-BLMs.

Daher ist auch nach 15 h keine Veranderung in der Bedeckung sichtbar.

Abb. 4.9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mikro-BLMs bestehend aus DPhPC dotiert mit 0,1 mol% BODIPY
500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um Porendurchmesser, Funktionalisierung: DPPTE, 0,5 M KCl). Die
Aufnahmen sind zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bildung der Membran aufgenommen. (A)t=0h, (B) t =0,5 h und
(C) t = 15 h; der Malstabsbalken in den Bildern entspricht 10 um.

Durch den Austausch der Quecksilberdampflampe gegen eine die weniger Warme im
Bereich der Membran produziert, konnte der Einfluss der Dynamik des restlichen
Losungsmittels in den mikro-BLMs reduziert werden. In Abb. 4.10 wird der zeitliche
Verlauf des Experiments an den mikro-BLMs auf den 2 um groRen Poren gezeigt. Zum
Beginn der Messung in Bild (A) sind bereits einige Poren nicht mehr von einer
mikro-BLM bedeckt und erscheinen daher schwarz in den Fluoreszenzaufnahmen. Schon
nach 30 min (Abb. 4.10 (B)) ist eine Zunahme der schwarzen Bereiche erkennbar, das
darauf schlieen lasst, dass die Bedeckung der Poren weiter kontinuierlich abnimmt.

Nach drei Stunden ist nur noch von vereinzelten mikro-BLMs Uber den Poren ein
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Fluoreszenzsignal wahrnehmbar. Die restlichen Poren des Substrates lassen auf keinerlei

Bedeckung mit einer mikro-BLM schlieRen (Abb. 4.10 (G)).

Abb. 4.10: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mikro-BLMs bestehend aus DPhPC dotiert mit 0,1 mol%
BODIPY 500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um Porendurchmesser, Funktionalisierung: DPPTE, 0,5 M KCl).
Die Aufnahmen sind zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Bildung der Membran aufgenommen. (A) t = Oh
B)t=05h(C)t=1h(D)t=1,5h; (E)t=2h; (F)t=2,75h; (G) t = 3,25 h; der Malstabsbalken im Bild entspricht
20 pum.

Dieses Verhalten einer fast linearen kontinuierlichen Abnahme der Bedeckung zeigt sich
auch in der dazugehorigen Pixelanalyse (Abb. 4.11). Innerhalb der ersten halben Stunde
sinkt die Bedeckung auf etwa 79 % und fallt dann nahezu linear in den darauffolgenden
drei Stunden auf ca. 2 % ab. Ein exponentieller Abfall, wie bei den mikro-BLMs auf dem

Substrat mit dem 7 um Porendurchmesser (Kapitel 4.2.1), kann hier nicht beobachtet
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werden. Dies kann eventuell auf die groRere Anzahl von mikro-BLMs in dem

beobachteten Bereich zuriickzufihren sein.
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Abb. 4.11 Ergebnis der Pixelanalyse, der in Abb. 4.10 dargestellten Fluoreszenzmessung beziglich des ReiRens der
mikro-BLMs Uber den Poren eines pordsen Siliziumsubstrats mit einem Porendurchmesser von 2 um. Das erste Bild
aus dieser Messung ist auf 100 % bezliglich der Bedeckung normiert.



4.3 FRAP-Experimente an festkdrperunterstiitzten Membranen 69

4.3 FRAP-Experimente an festkorperunterstiitzten Membranen

Zur Ermittlung der lateralen Mobilitat von Lipiden in mikro-BLMs wurde die fluorescence
recovery after photobleaching (FRAP) Methode gewahlt. Daflir wurde in den
Strahlengang des Fluoreszenzmikroskopes ein Argon-lonen-Laser zur Applikation eines
kurzen Bleichpulses, wie es im Versuchsteil 3.2.3 naher beschrieben, eingekoppelt. Fir
die Validierung dieses Versuchsaufbaus fir die FRAP-Messungen wurden zunachst mit
den in dieser Arbeit verwendeten Lipidlésungen (DPhPC und DPhPC:DOPC 6:4 jeweils
mit 0,2 mol% BODIPY-500/510 HPC dotiert) Experimente an festkdrperunterstiitzten
Membranen auf Silizium durchgefiihrt. Die Messungen der lateralen Mobilitat der Lipide
in den festkdrperunterstitzten Membranen konnten ebenfalls zum Verstandnis der

Diffusion der Lipide in mikro-BLMs auf den pordsen Substraten herangezogen werden.

Zu Beginn eines jeden FRAP-Experimentes wurde sichergestellt, dass eine moglichst
homogene Fluoreszenzverteilung und somit eine homogene Membran vorlag. Direkt
nach dem Bleichpuls wurde eine Bildserie von 100 Bildern im Abstand von 1s
aufgenommen und die Veranderung der Fluoreszenz in dem gebleichten Bereich
detektiert. Vor jeder FRAP-Serie wurde ein Bild als Referenz fiir die Ausgangsintensitat
der Fluoreszenz im Bleichfleck aufgenommen. Abb. 4.12 zeigt typische
Fluoreszenzaufnahmen aus einer Bilderserie eines FRAP-Experimentes von einer
festkorperunterstiitzte Membran, bestehend aus DPhPC zu verschiedenen Zeitpunkten
vor und nach dem Laserpuls. Auf den Aufnahmen sind hellere kleine Punkte auf der
fluoreszierenden Membran zu erkennen. Diese hellen Punkte resultieren aus
Vesikelansammlungen, die nach der Membranpraparation nicht entfernt werden
konnten. Eine Beeinflussung auf die spatere Auswertung der FRAP-Serien durch die

hellen Punkte war nicht gegeben.
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Abb. 4.12: Fluoreszenzaufnahmen einer FRAP-Messung an einer festkdrperunterstlitzten Membran (DPhPC mit
0,2 mol% BODIPY 500/510 HPC dotiert, 1 mM CaCl,-Puffer (1mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 7,4)) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach dem Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 500 ms, Laserleistung 30 mW). (A) vorher
(B)t=0s(C)t=15sund (D) t=50s. Der MaRstabsbalken entspricht 20 um.

Bild (B) zeigt einen scharfen Bleichfleck direkt nach dem Bleichen. Dieser Bleichfleck wird
als region of interest (ROI) bezeichnet; in diesem Bereich wird die Wiederherstellung der
Fluoreszenz nach dem Bleichen beobachtet Bereits nach 15 s ist eine Veranderung
beziiglich der Fluoreszenzintensitat in diesem Bleichfleck gut zu erkennen (C); der Rand
des Flecks ist nicht mehr so scharf wie bei Bild (B). Das ist ein Zeichen fir die
stattfindende Diffusion der Lipide innerhalb der Membran. Nach 50 s in Bild (D) ist die
Diffusion und somit die Steigerung der Fluoreszenzintensitat im ROl weiter
fortgeschritten. Es ist hier immer noch der urspriingliche Bleichfleck schwach zu
erkennen, allerdings ist auch sehr gut zu sehen, dass neue fluoresezenzmarkierte Lipide

in die urspringlich dunkle Stelle diffundiert sind.

Die Auswertung der teilweise in Abb. 4.12 gezeigten Bildserie ergibt einen

Recovery-Graph aus dessen Kurvenanpassung sich der Diffusionskoeffizient D und der
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immobile Anteil /A des gemessenen Systems ermitteln lasst. Abb. 4.13 zeigt zwei
typische Recovery-Graphen fir eine festkorperunterstiitzte Membran aus DPhPC mit
0,2 mol% BODIPY 500/510 HPC. Der Intensitatsanstieg nach dem Bleichen wird auf die
urspriingliche Fluoreszenzintensitat im ROl vor dem Bleichen normiert. Um das
allgemein auftretende Bleichen des Hintergrunds wahrend der Messung zu eliminieren,

wurde eine Hintergrundsubtraktion durchgefihrt.
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Abb. 4.13: Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an einer festkorperunterstiitzten Membran aus DPhPC mit
0,2 mol% BODIPY 500/510 HPC. Aus der Kurvenanpassung ergibt sich: (A) D=(2,6 £0,8) um2 stund 1A= (34+3)%
(B)D=(3,1+0,9) um’s™ und JA = (28 + 3) %.

Der Diffusionskoeffizient aus der Kurvenanpassung im Graphen (A) liegt bei
D=(2,6+0,8) umz s mit einem immobilen Anteil von IA = (34 +3) % fir die laterale
Mobilitdt des DPhPC in der Membran. Aus der Datenanpassung in Graph (B) wird ein
Diffusionskoeffizient von D=(3,1+0,9) um2 s' und ein immobiler Anteil von
IA=(28+3)% ermittelt. Um einen gemittelten Diffusionskoeffizienten fir das
festkorperunterstitzte Membran-System aus dem Lipid DPhPC zu bestimmen, werden
aus zwei unterschiedlichen Proben 10 Messungen gemittelt. Hieraus ergibt sich ein

mittlerer Diffusionskoeffizient von:
DlO = (2,8 i 1,8) umzs_l
und ein immobiler Anteil von

Ay = 33+4H)%
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Abb. 4.14: Fluoreszenzaufnahmen einer FRAP-Messung an einer festkdrperunterstitzten Membran (DPhPC:DOPC 6:4
mit 0,2 mol% BODIPY 500/510 HPC, 1mM CaCl,-Puffer (1mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NaCl), pH 7,4)) zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach dem Bleichpuls. (A) vorher, (B) t = 0s, (C) t = 15s und (D) t = 50s. Der
MaRstabsbalken entspricht 20 um.

Es wurden ebenfalls FRAP-Messungen fiir die Lipidmischung DPhPC:DOPC (Verhiltnis
6:4) mit 0,2 mol% BODIPY 500/510 HPC dotiert durchgefiihrt, um die erhaltenen Werte
mit denen, die auf den pordsen Substraten erhalten wurden, vergleichen zu kénnen.
Abb. 4.14 zeigt die zeitliche Abfolge einer FRAP-Messung an einer DPhPC:DOPC (6:4)
Membran. Vor dem Laserpuls liegt eine vergleichbare Fluoreszenz wie bei der vorher
geschilderten DPhPC-Membran vor (A). Direkt nach dem Laserpuls ist ein scharfer
Bleichfleck in (B) zu erkennen. 15s nach dem Bleichpuls ist ein Wiederanstieg der
Fluoreszenz wahrzunehmen (Abb. 4.14 (C)). Bild (D) weist auf ein fast vollstandiges
Recovery im urspriinglichen Bleichfleck hin. Das ergab auch die Auswertung der
einzelnen Bildserien. Zwei Recovery-Graphen dieser Auswertung sind exemplarisch in
Abb. 4.15 gezeigt. Fur die Datenanpassung des Graphen (A) ergibt sich ein

Diffusionskoeffizient von D=(4,2+1,0)um”s® und ein immobiler Anteil von
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IA = (19  3) %. Die Kurvenanpassung aus Graph B liefert einen Diffusionskoeffizient von

D = (3,6 £0,8) pm” s und einen immobile Anteil JA = (18 + 2) %.
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Abb. 4.15: Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an einer festkdrperunterstiitzten Membran aus DPhPC:DOPC
(Verhéltnis: 6:4; dotiert mit 0,2 mol% BODIPY 500/510 HPC; Puffer: 1 mM CaCl,, (1mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM
NaCl), pH 7,4)). Die Datenanpassung ergab: (A) D = (4,2 + 1,0) um2 stund IA = (19+3)% (B)D=(3,6%0,8) um2 st und
IA=(18 £2) %.

Aus 11 gemittelten Messungen an zwei unterschiedlichen Proben ergibt sich ein

mittlerer Diffusionskoeffizient von:
Di;=(42+11)um*s™?!
und ein immobiler Anteil von
1A;; =(16+3)%

fir festkorperunterstiitzte Membranen bestehend aus DPhPC:DOPC (6:4) auf reinem

Silizium.
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4.4 FRAP-Experimente an BLMs

Im Gegensatz zu festkOrperunterstiitzten Membranen handelt es sich bei den black lipid
membranes (BLM) um freitragende Membranen, die ein kleines Loch auf dem
verwendeten Substrat (iberspannen. Der Vorteil der Praparation der freitragenden
Membranen liegt darin, dass die Membran von beiden Seiten zuganglich ist und diese
Modellmembran der natiirlichen Zellmembran ahnlich ist. Dieses Membransystem stellt
im Vergleich zu den festkdrperunterstiitzten Membranen das andere Extrem zu den
poreniiberspannenden Membranen dar; die BLMs wurden in dieser Arbeit nach der
gleichen Praparationsmethode wie die mikro-BLMs in Kapitel 4.2 hergestellt. Daher bot
es sich an, diese freitragende Membran beziiglich der lateralen Geschwindigkeit sowie

auch auf ihr Verhalten nach der Praparation genauer zu untersuchen.

Fur die Messung des Diffusionskoeffizienten einer BLM, bestehend aus DPhPC (2 (w/V)%
in n-Dekan) mit 0,2 mol% BODIPY 500/510 HPC, wurde ein Siliziumsubstrat mit einem
Loch mit einem Durchmesser von 1 mm verwendet, das von der Arbeitsgruppe Salditt,
Institut fir Rontgenphysik, Universitat Gottingen, zur Verfiigung gestellt wurde. Uber
dieses Loch wurde unter Verwendung der Miller-Rudin-Technik eine Lipiddoppelschicht

gespannt.

In Abb. 4.16 sind Fluoreszenzaufnahmen einer BLM, die sich (iber ein 1 mm Loch spannt,
direkt nach der Praparation gezeigt. An dieser BLM wurde versucht, ein
Bleichexperiment durchzufiihren. Hierflir wurde an einer Stelle auf der BLM mit einer
Laserleistung von 60 mW und einer Dauer von 1s die Fluoreszenz gebleicht
(Abb. 4.16 (A)). In den Folgeaufnahmen (B bis E) ist zu beobachten, dass der Bleichfleck
nicht wie einer Recovery-Messung gleichmaRig nach allen Seiten auseinanderflief3t,
sondern er dreht sich aus dem auf den Bildern markierten ROl heraus (B und C) und

zerfliet aufgrund dieser Drift (B bis E).
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Abb. 4.16: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines FRAP-Experimentes an einer BLM (DPhPC dotiert mit
0,2 mol% BODIPY 500/510 HPC, 0,5M KCI) (A) bis (E) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls
(A)t=0s,(B)t=5s,(C)t=7s,(D) t=10sund (E) t = 13 s; der MaRstabsbalken in den Bildern entspricht 20 um. Die
Dynamik des Lésungsmittels bewirkt einen Drift des Bleichfleckes innerhalb der BLM.

Dieses in den Aufnahmen von Abb. 4.16 skizzierte AuseinanderflieRen des Bleichfleckes
kann den Losungsmittelresten in der BLM zugeschrieben werden, die nach der
Praparation, beziehungsweise bei einem nicht vollstindigem Ausdilinnen, in diesem
System zu finden sind. Bei ausreichender Zeit zwischen der Praparation und dem Beginn
einer FRAP-Messung kann sichergestellt werden, dass eine BLM mit mdglichst wenig

Losungsmittel vorhanden ist und diese in Abb. 4.1€ skizzierte Dynamik reduziert wird.

Die beiden Graphen eines FRAP-Experimentes an BLMs in Abb. 4.17 zeigen einen
reprasentativen Kurvenverlauf fir die beiden Extrema der Diffusionskoeffizienten, die
bei den Messungen erhalten wurden. Aus der Kurvenanpassung ergeben sich bei (A) ein
Diffusionskoeffizient von D = (38 + 15) um”s™ und bei (B) D = (54 + 24) um’s™*. Diese
Diffusionskoeffizienten liegen wesentlich héher als bei einer festkdrperunterstiitzten
Membran. Der immobile Anteil der BLM mit etwa 5 % bei Graph (A) und ca. 7 % bei
Graph (B) weist ebenfalls auf eine hohere Mobilitat bezliglich der lateralen
Beweglichkeit innerhalb der BLM hin. Dies konnte auf die Anwesenheit von
Losungsmittelresten in einer BLM zuriickzufiihren sein, was auch den groRRen Fehler fir

die Diffusionskoeffizienten erklaren kénnte.
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Abb. 4.17: Recovery-Graphen eines FRAP-Experimentes an einer BLM (DPhPC dotiert mit 0,2 mol% BODIPY 500/510

HPC, 0,5, M
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4.5 FRAP-Experimente an mikro-BLMs auf DPPTE funktionalisierten

Substraten

Eine Kombination aus festkdrperunterstiitzten Membranen auf Siliziumsubstraten und
einer BLM bietet die Praparation von mikro-BLMs auf einem pordsen Substrat. Wie in
Abschnitt 3.5.3 gezeigt wird, weist das hierfiir verwendete pordse Siliziumsubstrat einen
festkorperunterstiitzten Stegbereich und einen freitragenden Porenbereich fiir die
Lipiddoppelschicht auf. Um die Fluiditat und laterale Mobilitdt, die eine Voraussetzung
fir ein funktionelles Membransystem bilden, zu bestimmen, wurden FRAP-Experimente
an diesen mikro-BLMs durchgefiihrt. So wurde zunachst die Mobilitdit von
poreniberspannenden Membransystemen auf den mit dem Thiol DPPTE
funktionalisierten pordsen Siliziumsubstraten untersucht, wie auch schon bei den
Stabilitatsmessungen an den mikro-BLMs aus Kapitel 4.1 und 4.2.1. Die FRAP-Messungen

erfolgten an Substraten mit Porengré8en von 2 um und 7 pm.

4.5.1 FRAP-Experimente an mikro-BLMs auf DPPTE funktionalisierten

Substraten mit einem Porendurchmesser von 7 pm

Die mikro-BLMs, bestehend aus DPhPC dotiert mit 0,2 mol% BODIPY 500/510 HPC,
wurden unter Verwendung der Miller-Rudin-Technik auf das pordése Siliziumsubstrat mit
einem Porendurchmesser von 7 um aufgebracht. Danach wurden sie mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Wie in Kapitel 4.2 erldutert, wird die Fluoreszenz
des Fluorophors auf den mit 180nm Gold beschichteten und mit DPPTE
funktionalisierten Stegen geloscht. Es ist daher moglich, zwischen den hell
fluoreszierenden von mikro-BLMs Uberspannten Poren und dem dunklen

festkorperunterstiitzen Teil des Membransystems zu unterscheiden.

Nach Praparation der mikro-BLMs und dem Ausdiinnprozess wird ein Laserpuls mit einer
Dauer von 1 bis 3 s und einer Laserleistung von 50 mW auf die Probe appliziert und im

Anschluss daran eine Bildserie mit 100 Bildern im Abstand von 1 s aufgenommen.
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Abb. 4.18: Fluoreszenzaufnahme ohne Kontrastverbesserung der in Abb. 4.19 dargestellten FRAP-Messung.

Abb. 4.18 zeigt mikro-BLMs auf porésem Siliziumsubstrat mit 7 um Porendurchmesser.
Es ist eine homogene Fluoreszenz zu erkennen, das auf eine gleichmaRige Ausbildung
einer Membran Uber den Poren schlieBen ldsst. Die Auswertungen der FRAP-Serien
erfolgten anhand unbearbeiteter Aufnahmen. Jedoch wurden die Aufnahmen in
Abb. 4.19 zur Verdeutlichung des Bleichfleckes in den einzelnen Bildern

kontrastverbessert.

Abb. 4.19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FRAP-Messung an mikro-BLMs bestehend aus DPhPC dotiert
mit 0,1 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 7 um Porendurchmesser; Funktionalisierung:
DPPTE; 0,5M KCI). (A) bis (F) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 3s;
Laserleistung 50 mW). Der weiBe Kreis markiert den Bleichfleck. (A) vor dem Bleichpuls, (B) t = 0s, (C) t = 105,
(D)t=50s, (E) t=75sund (F) t =100 s. Der MaRstabsbalken entspricht 10 um.
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Ein typisches FRAP-Experiment an mikro-BLMs auf den 7pum Poren ist in
Abb. 4.19 (A bis F) dargestellt. Bild (A) beschreibt den Zustand der Probenstelle vor dem
Bleichen. Zum Zeitpunkt t = O s direkt nach dem Laserpuls in Abb. 4.19 (B) ist der
Unterschied der Intensitat im ROl (mit einem Kreis markiert) vor dem Bleichen zu
erkennen. Die Pore in der Mitte des Bildes erscheint dunkler. Bereits nach 10 s ist eine
Fluoreszenzintensitatsveranderung im ROl ersichtlich (Abb. 4.19 (C)). Das ist ein
Anzeichen fir Diffusion in der dort vorhandenen mikro-BLM. In den folgenden 90 s
(D bis F) nimmt die Intensitat weiter zu und es kommt zu einem fast vollstandigen

Recovery.

Fiir die Auswertung der Recovery-Kurve und den daraus resultierenden
Diffusionskoeffizienten, die aus den Bildserien erhalten werden, ist es entscheidend, an
welcher Stelle der Probe gebleicht wird und wie groRR dieser Bleichfleck im Durchmesser
ist. Hierauf wird allerdings spater in Kapitel 4.9 gesondert bei den Finiten Elementen

Simulationen genauer eingangen.

Daher ist ein zweites FRAP-Experiment mit einem grofReren Bleichfleck in Abb. 4.20
skizziert. Die Fluoreszenzbilder werden in den gleichen Zeitabstanden, wie in Abb. 4.19
wiedergegeben. Der Bleichfleck bedeckt in Bild (B) etwa 4 Poren und nicht nur eine
einzige Pore, wie bei der vorher gezeigten Messung. Bei einem Vergleich von
Abb. 4.19 (C) und Abb. 4.20 (C), beide 10s nach dem Bleichpuls, scheint die
Fluoreszenintensitat im ROl in Abb. 4.20 héher zu sein als bei Abb. 4.19. Nach 100 s in (F)

ist eine fast vollstandige Wiederzunahme der Fluoreszenzintensitat zu beobachten.



80 ERGEBNISSE

Abb. 4.20: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FRAP-Messung an mikro-BLMs, bestehend aus DPhPC dotiert
mit 0,1 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 7 um Porendurchmesser; Funktionalisierung:
DPPTE; 0,5M KClI). (A) bis (F) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 2s;
Laserleistung 50 mW). Der weiBe Kreis markiert den Bleichfleck. (A) vor dem Bleichpuls, (B) t = 0s, (C) t = 105,
(D)t=50s, (E) t=75sund (F) t = 100 s. Der MaRstabsbalken entspricht 10 um.

Abb. 4.21 zeigt zwei typische Graphen, wie man sie aus der Auswertung der FRAP-Serien
der mikro-BLMs auf den porosen Siliziumsubstraten mit einem Porendurchmesser von
7 um erhédlt. Graph (A) entstammt aus einer FRAP-Messung mit einem groflen
Durchmesser des Bleichfleckes, wohingegen Graph (B) die Auswertung einer FRAP-
Messung mit einer anderen Lage und einem kleineren Bleichfleckdurchmesser ist. Bei (A)
liegt der Diffusionskoeffizient bei Degs = (17,8 £ 7,6) pm” s und aus der Datenanpassung
bei (B) erhdlt man einen Diffusionskoeffizienten von Des = (16,2 + 2,3) um2 s Von den
Werten fiir die Diffusionsgeschwindigkeit ist kein groRer Unterschied gegeben, jedoch ist
ein groRer Unterschied im immobilen Anteil der beiden Messungen gegeben. Im
Graphen (A) kann der immobile Anteil zu 2 % bestimmt werden, wohingegen bei (B) der
immobile Anteil zu 19 % ermittelt wurde. Dieser groBe Unterschied kdnnte auf die Lage
und den Durchmesser des Bleichfleckes auf dem porésen Substrat zuriickgefihrt
werden. Eine weitere Moglichkeit flir diesen Unterschied ware auch mit

Losungsmittelresten  innerhalb  der  mikro-BLMS zu  erklaren, da die



4.5 FRAP-Experimente an mikro-BLMs auf DPPTE funktionalisierten Substraten 81

poreniberspannenden Membranen unterschiedlich gut nach der Praparation

ausdinnen.
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Abb. 4.21: Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an mikro-BLMs aus DPhPC dotiert mit 0,2 mol% BODIPY
500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 7 um Porendurchmesser; Funktionalisierung: DPPTE; 0,5 M KCl). Fur die
einzelnen Graphen ist jeweils der effektive Diffusionskoeffizient D und der immobile Anteil /A angegeben:
(A) Dot = (17,8 £ 7,6) um’ s und IA = (2 £ 2) % (B) Degr = (16,2 £ 2,3) pm” s und /A = (19 £ 1) %.

Die porenilberspannenden Membranen bilden ein Hybridsystem zwischen einer reinen
festkorperunterstiitzten Membran und einer klassischen BLM, da das porose Substrat
sowohl festkorpergestiitzte Bereiche auf den Stegen, als auch freitragende Bereiche
Uber den Poren bietet Bei einem Vergleich der FRAP-Messungen der
festkdperunterstitzten Membranen (Kapitel 4.3) und der klassischen BLMs (Kapitel 4.4)
ist ein unterschiedliches Diffusionsverhalten aufgrund der Werte fir den
Diffusionskoeffizienten und dem immobilen Anteil erkennbar. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass sich der Diffusionskoeffizient des Hybridsystems auf den
porésen Substraten aus zwei unterschiedlichen Koeffizienten fiir die Diffusion
zusammensetzt. Es kann daher angenommen werden, dass es sich hier um einen
effektiven Diffusionskoeffizienten handelt, der die laterale Beweglichkeit der mikro-
BLMs im Porenbereich und die Diffusionsgeschwindigkeit der Lipidmonoschicht auf den

funktionalisierten Stegbereichen beinhaltet
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Fir den effektiven Diffusionskoeffizienten der mikro-BLMs auf dem pordsen
Siliziumsubstrat mit einem Porendurchmesser von 7 um ergibt sich aus 30 gemittelten

Messungen ein Wert von:
Deg30 = (15,7 + 4,6) pm?>s™*
mit einem immobilen Anteil von:

4.5.2 FRAP-Experimente an mikro-BLMs auf DPPTE funktionalisierten

Substraten mit einem Porendurchmesser von 2 pm

Zur Untersuchung einer moglichen Abhangigkeit des Diffusionskoeffizienten von der
Porengrofle wurden neben den pordsen Siliziumsubstraten mit einem Porendurch-
messer von 7 um auBerdem pordse Substrate mit einem Porendurchmesser von 2 um
fir die FRAP-Messungen an den mikro-BLMs herangezogen. Die Verringerung der
PorengrofRe bewirkt eine Zunahme der Stegbereiche im beobachteten Umfeld. Die
Porositat betragt bei den Substraten mit den 2 um Porendurchmessern 48 % und wurde
anhand von Elektronenmikroskopaufnahmen ermittelt. Es liegt somit eine Verringerung
der Pordsitat der Probe vor, da Siliziumsubstrate mit Porendurchmessern von 7 um eine

Pordsitat von 53 % aufweisen.
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Abb. 4.22: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FRAP-Messung an mikro-BLMs bestehend aus DPhPC dotiert
mit 0,1 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um Porendurchmesser; Funktionalisierung:
DPPTE; 0,5M KCI). (A) bis (F) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 3s;
Laserleistung 50 mW) Der weiBe Kreis markiert den Bleichfleck. (A) vor dem Bleichpuls, (B) t = 0s, (C) t = 105,
(D)t=50s, (E) t=75sund (F) t = 100 s. Der Malstabsbalken entspricht 10 um.

Eine typische FRAP-Messung auf den pordsen Siliziumsubstraten mit 2 um
Porendurchmesser ist in Abb. 4.22 (A) bis (F) dargestellt. Vor Beginn des FRAP-
Experimentes liegt eine homogene Fluoreszenz im Porenbereich vor (A). Zum Zeitpunkt
t = 0s, direkt nach dem Bleichpuls (Dauer: 2 s; Laserleistung: 50 mW) ist ein scharfer
Bleichfleck zu erkennen (B). Nach 10 s ist der Bleichfleck in (C) im Vergleich zu Aufnahme
(B) nur leicht auseinandergelaufen. In Aufnahme (E) nach 75s ist der urspriingliche
Bleichfleck hier nur noch schwach erkennbar. Nach 100 s in (F) ist eine fast vollstandige

Wiederherstellung der Fluoreszenzintensitat feststellbar.
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Abb. 4.23: Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an mikro-BLMs aus DPhPC dotiert mit 0,2 mol% BODIPY
500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um Porendurchmesser; Funktionalisierung: DPPTE; 0,5 M KCl). Fir die
einzelnen Graphen ist jeweils der effektive Diffusionskoeffizient D und der immobile Anteil /A angegeben:
(A) Dot = (10,7 + 4,6) um” s und IA = (16 £ 2) % (B) Desr = (6,0 £ 2,9) um* s und /A = (23 £ 6) %.

In Abb. 4.23 sind zwei reprasentative Recovery-Kurven fiir die FRAP-Messungen auf den
porosen Siliziumsubstraten mit 2 um Porendurchmesser wiedergegeben. Die
Datenanpassung liefert flr (A) einen Diffusionskoeffizienten von
Des = (10,7 £ 4,6) um” s™" mit einem immobilen Anteil von /A = (16 + 2) %. Fiir (B) ergeben
sich die Werte von Dgk=(6,0%2,9) umz st und IA=(23+6)%. Die Werte fir den
Diffusionskoeffizienten aus den beiden Graphen geben die Extrema an, die fiir dieses
Membransystem ermittelt wurden. Hieraus ergab sich aus 30 gemittelten Messungen

ein effektiver Diffusionskoeffizient von
Der30 = (85 *+ 4,7) um?s™!
mit einem immobilen Anteil von:
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4.5.3 Zusammenfassung der effektiven Diffusionskoeffizienten der

losungsmittelhaltigen mikro-BLMs

Die nachfolgende tabellarische Zusammenfassung liefert einen Uberblick iber die
effektiven Diffusionskoeffizienten D¢ mit zugehoérigem immobilen Anteil /A, die im

Kapitel 4.5 fiur die I16sungsmittelhaltigen DPhPC mikro-BLMs ermittelt wurden.

Tabelle 4.1 zeigt die effektiven Diffusionskoeffizienten Des und die immobilen Anteile /A
abhangig von der Porengrofle des pordsen Substrates. Dieser Tabelle ist ebenfalls zu

entnehmen, Uber wievielen Messungen D und /A gemittelt wurden.

Tabelle 4.1: Effektive Diffusionskoeffizienten D+ und immobile Anteile /A der 16sungsmittelhaltigen mikro-BLMs aus
DPhPC abhéangig vom Porendurchmesser des pordsen Substrates.

Porendurchmesser Dett / pm? s 1A/l % Anzahl der Messungen

7 pm (15,7 £ 4,6) (14 £3) 30
2 pm (8,5%4,7) (24 £5) 30
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4.6 FRAP-Messungen an poreniiberspannenden lésungsmittelfreien

Membranen

Im vorausgegangenen Kapitel wurden die Ergebnisse der FRAP-Messungen an mikro-
BLMs, die aufgrund ihrer Prdparation Losungsmittel enthielten, beschrieben. Um den
Einfluss des Losungsmittels auf die laterale Mobilitat der mikro-BLMs zu untersuchen,
wurde eine l6sungsmittelfreie Praparation der mikro-BLMs angestrebt. Diese erfolgte
Uber das Spreiten von unilamellaren Riesenvesikeln (GUV) der gewliinschten
Lipidzusammensetzung auf den pordsen Siliziumsubstraten. Diese Substrate wurden
vorher ebenfalls, wie auch fiur die Herstellung der |I6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs, mit
Thiolen funktionalisiert. Die GUVs wurden Uber Elektroformation hergestellt und
erwiesen sich aufgrund ihres Durchmessers von 10 -200 um fiir die Prdparation durch
Vesikelspreiten auf den porosen Substraten mit einem Porendurchmesser von 2 um als
geeignet Mit Hilfe dieser GUVs konnte ein flaichendeckendes poreniberspannendes
Membransystem auf den funktionalisierten pordsen Substraten generiert werden, an

dem laterale Mobilitatsmessungen durchgefiihrt werden konnten.

4.6.1 Untersuchung des Spreitverhaltens von GUVs auf einem Glassubstrat

Zur Klarung der Spreitbedingungen der GUVs wurden zunachst einige Versuche auf
einem Glassubstrat durchgefiihrt. Um das Spreiten zu ermoglichen, wurden zum einen
eine 100 mM CaCly-Lésung und zum anderen eine 50%-ige Polyethylenglycol 6000 (PEG)
Losung verwendet Beide Losungen wurden in unterschiedlichen Endkonzentrationen zu
einer Probe in einen calciumfreien TRIS-Puffer (0,1 M NaCl, 0,01 M TRIS, pH 7,4), in dem
sich die ungespreiteten GUVs befanden, gegeben. Nach Zugabe einer dieser beiden
Losungen spreiteten die GUVs sofort auf den Glassubstraten. Abb. 4.24 zeigt das
Ergebnis nach dem Spreiten der DPhPC:DOPC (6:4, 0,1 mol% Texas Red DHPE) GUVs. In
Aufnahme (A) wurden die GUVs lber die Zugabe von 33,3 mM PEG zum Spreiten
gebracht. Bei Bild (B) erfolgte die Praparation durch die Verwendung von 90 mM CaCl,.

In beiden Aufnahmen ist zu sehen, dass es zu keiner flachigen Bedeckung des
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Glassubstrates mit einer Membran kam, da die verwendete Anzahl der GUVs zu gering
war. Um eine vollstandige Bedeckung zu erhalten, wadre eine grolRere Menge von
Vesikeln notig gewesen. An diesen Aufnahmen ist jedoch gut zu erkennen, dass die
GUVs sich in einzelnen nahezu runden Patches anlagern. Aufgrund der GrofRe der GUVs,
die zwischen 10 um und 150 um im Durchmesser liegen kann, ist davon auszugehen,
dass ein solches Patch einem GUV entspricht. Die hellen Flecken in dem
Membranbereich in Aufnahme (B) lassen sich durch den Spreitprozess der GUVs
moglicherweise erklaren. Die GUVs spreiten sobald sie in Kontakt mit einer Oberflache
kommen und lagern sich aus thermodynamischen Griinden zu groéBeren Flachen
zusammen . Die helleren Vesikel im Mittelpunkt und die Ausbuchtungen am
Randbereich der gespreiteten GUVs sind Uberbleibsel des Spreitprozesses. Die GUVs

kommen unter Umstanden zu schnell mit der Oberflache in Kontakt durch das Uber

CaCl, oder PEG induzierte spreiten und bilden diese Strukturen aus ‘®.

Abb. 4.24: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von auf einem Glassubstrat gespreiteten GUVs (DPhPC:DOPC (6:4)
dotiert mit 0,1 mol% TEXAS RED DHPE, CaCl,-Puffer (1 mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 7,4)). In (A) wurden
die GUVs mit 33,3 mM PEG und in (B) mit 90 mM CaCl, gespreitet Eine vollstdndige Flachenbedeckung konnte mit der
verwendeten Vesikel-Konzentration nicht erreicht werden. Der MaRstabsbalken entspricht in den Aufnahmen 20 um.

Bei diesen Versuchen konnte fiir die Zugabe von CaCl, ideale Endkonzentration von
90 mM und fir PEG eine Konzentration von 33,3 mM ermittelt werden. Mit diesen
Endkonzentrationen lieR sich ein schnelles und zuverlassiges Spreiten der GUVs auf der

Substratoberflache erzielen, das bei niedrigeren Konzentrationen nicht gegeben war.
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4.6.2 FRAP-Experimente an aus GUVs praparierten poreniiberspannenden

Membranen auf CPEO3 funktionalisierten Substraten

Nach der Bestimmung der Spreitbedingungen auf den Glassubstraten werden GUVs der
Mischung DPhPC:DOPC (6:4) und reinem DPhPC, beide jeweils mit 0,05 mol% BODIPY-
500/510 HPC dotiert, iber Elektroformation hergestellt. Diese beiden Lipide in den GUVs
wurden verwendet, da es bekannt ist, dass sie gute stabile Membranen bilden ' und
mit dem DOPC neben dem synthetischen DPhPC ein natirlicher Bestandteil in den
poreniiberspannenden Membranen ist. Zur Herstellung der |6sungsmittelfreien
poreniiberspannenden Membranen wurden ausschlieRlich Siliziumsubstrate mit einem
Porendurchmesser von 2 um verwendet Die pordsen Substrate wurden vor der
Membranpraparation zunachst mit einem Thiol funktionalisiert. Hierfiir wurde das
Spacerlipid CPEO3 in Betracht gezogen, da dieses Spacer sich glinstig bei
Spreitversuchen mit grofRen unilamellaren Vesikeln auf pordsen Aluminiumsubstraten

erwiesen hatte .

Abb. 4.25: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von |6sungsmittelfreien mikro-BLMs bestehend aus DPhPC:DOPC
(6: 4) dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC, (Substrat: poréses Silizium mit 2 um Porendurchmesser;
Funktionalisierung CPEO3; 1 mM CaCl,-Puffer (1 mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 7,4)). (A) Praparation
erfolgte mit 33,3 mM PEG; (B) Praparation erfolgte mit 90 mM CaCl,.
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In Abb. 4.25 werden zwei Fluoreszenzaufnahmen von |6sungsmittelfreien mikro-BLMs
(DPhPC:DOPC (6:4)) nach dem Spreiten der GUVs gezeigt. In beiden Aufnahmen ist eine
groRtenteils flachige Bedeckung des pordsen Substrates mit homogen fluoreszierenden
mikro-BLMs erkennbar. Die nicht durch mikro-BLMs bedeckten Flachen erscheinen
schwarz. Diese schwarzen Strukturen sind meist rundlich und koénnen, auf einen
Nebeneffekt, bedingt durch das Spreiten der GUVs, zuriickgefiihrt werden. Die GUVs
spreiten bei Oberflaichenkontakt und kénnen somit manchmal ein bereits bedecktes
Areal Uber den Poren zerreiBen. Der Unterschied der in Abb. 4.25 dargestellten
Aufnahmen liegt in der Praparation. Bei (A) wurden die GUVs (iber die Zugabe von
33,3 mM PEG (Endkonzentration) zum Spreiten gebracht, wohingegen in (B) hierfir

90 mM CacCl, zugegeben wurden.

Eine typische FRAP-Messung flir die mit PEG gespreiteten poreniiberspannenden
Membranen zeigt Abb. 4.26. Vor dem Bleichen (A) liegt eine homogene
Fluoreszenzintensitdt im beobachteten Bereich vor. Kurz nach dem Bleichpuls in Bild (B)
zum Zeitpunkt t = 0 s ist ein scharf ausgebildeter Bleichfleck zu erkennen. Nach 10 s ist
der Bleichfleck zwar noch gut erkennbar, allerdings ist er schon in die Breite gelaufen.
Das zeigt, dass eine Membran nach dem Spreiten vorhanden ist, die auch eine laterale
Mobilitat aufweist. Nach weiteren 40 s in Bild (D) beziehungsweise nach 75s in (E) ist
der Bleichfleck nur noch schwach sichtbar. Erst 100 s nach dem Bleichpuls hat die
Fluoreszenz den Wert der Ausgangsintensitat fast wieder erreicht (Abb. 4.26 (F)). Das
l[asst auf eine langsame laterale Mobilitdt innerhalb der porenlberspannenden

Membranen schlieRen.
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Abb. 4.26: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FRAP-Messung an |6sungsmittelfreien mikro-BLMs
bestehend aus DPhPC:DOPC (6:4) dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um
Porendurchmesser; Funktionalisierung: CPEO3; 1 mM CaCl,-Puffer (1 mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 7,4)).
(A) bis (F) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls (Dauer des Bleichpulses: 1s; Laserleistung 50 mW).
Der weiRe Kreis markiert den Bleichfleck. (A) vor dem Bleichpuls (B) t =0s (C) t=10s (D) t=50s (E) t=75s (F) t =
100 s. Der MaRstabsbalken in den Bildern entspricht 10 pm.

Das spiegelt auch die Recovery-Kurve und der daraus resultierende effektiven
Diffusionskoeffizient wieder. In Abb. 4.27 sind in (A) und (B) Recovery-Kurven an mit PEG
praparierten mikro-BLMs aufgezeigt. Die Recovery-Kurven der FRAP-Messung an mit
CaCl, gespreitet poreniiberspannenden Membranen, sind in den Graphen (C) und (D)
dargestellt. Bei beiden Praparationsmethoden ergeben sich fir die -effektiven
Diffusionskoeffizienten und den immobilen Anteilen dquivalente Ergebnisse. Fir den
effektiven Diffusionskoeffizienten wurden Werte zwischen 2 um?s™ und 5pm?s*
ermittelt. Der immobile Anteil kann im Bereich zwischen 20 % und 45 %, wie es auch den

gezeigten Recovery-Kurven zu entnehmen ist, gefunden werden.
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Abb. 4.27: Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an |6sungsmittelfreien mikro-BLMs aus DPhPC:DOPC (6:4)
dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: poroses Silizium mit 2 um Porendurchmesser;
Funktionalisierung: CPEO3). Bei den Graphen (A) und (B) wurde die poreniiberspannende Membran mit 33,3 mM PEG
prapariert. Bei (C) und (D) erfolgte die Praparation mit 90 mM CaCl, Fir die einzelnen Graphen sind jeweils der
effektive Diffusionskoeffizient D.; und der immobile Anteil IA angegeben. (A) D =(1,7+0,9) um2 s und
IA=(31£2)% (B) Derr=(3,6+2,0)pm’s™ und IA=(39£3)% (C) Der=(2,6+1,0)pm’s" und IA=(37+2)%
(D) D= (3,12 0,9) um* s  und 1A = (32 £ 2) %.

Die Wahl der Pradparationsmethode der poreniiberspannenden Membranen hatte
demnach keinen Einfluss auf die laterale Mobilitat der Lipide in der Membran. Daher
wurden der effektive Diffusionskoeffizient und der immobile Anteil fiir diese

Lipidmischung aus beiden Praparationsmethoden gemittelt.

Aus 23 Messungen ergibt sich ein effektiver Diffusionskoeffizient von:
Defr23 = (4,0 £ 1,3) um?s~1

mit einem immobilen Anteil von:

IA,3 = (30 £4)%
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flr die Lipidmischung DPhPC:DOPC (6:4).
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Abb. 4.28: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FRAP-Messung an |6sungsmittelfreien mikro-BLMs

bestehend aus DPhPC dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: poroses Silizium mit 2 pum
Porendurchmesser; Funktionalisierung: CPEO3; 1 mM CaCl,-Puffer (1 mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 7,4)).
(A) bis (F) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 1 s; Laserleistung 50 mW). Der

weille Kreis markiert den Bleichfleck. (A) vor dem Bleichpuls (B) t=0s(C)t=10s (D) t=50s (E) t=75s (F) t =100s.
Der MaRstabsbalken entspricht 10 um.

Neben der Lipidmischung DPhPC:DOPC (6:4) wurde auch reines DPhPC dotiert mit

0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC zur Praparation der I6sungsmittelfreien

poreniiberspannenden Membranen verwendet Eine exemplarische FRAP-Messung wird
in Abb. 4.28 (A) bis (F) gezeigt. Vor Beginn der FRAP-Messung liegt wiederum eine
homogene Fluoreszenz vor (A). Direkt nach dem Bleichpuls in (B) ist der Bleichfleck gut
zu erkennen. 10 s nach dem erfolgten Laserpuls ist der Bleichfleck diffuser geworden. Es

ist ebenso eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat ersichtlich (C). Nach 100s in (F) ist

der urspriingliche Bleichfleck nur noch ganz schwach zu erkennen.
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Abb. 4.29: Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an losungsmittelfreien mikro-BLMs aus DPhPC dotiert mit
0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um Porendurchmesser; Funktionalisierung: CPEO3).
Flr die einzelnen Graphen sind jeweils der effektive Diffusionskoeffizient D und der immobile Anteil /A angegeben.
(A)  De=(54%12)um2s"  und I1A=(33£2)% (B) Der=(11,3+3,4)pm’s’ und IA=(26%+2)%
(C) Degr = (7,3 +2,5) um’ s und IA = (27 £3) % (D) Dot = (13,3 £4,0) um’s™ und JA = (23 + 3) %.

Die Geschwindigkeit der lateralen Mobilitdt ist aus den in Abb. 4.29 dargestellten
Recovery-Graphen zu entnehmen. Hier liegt der effektive Diffusionskoeffizient zwischen
5-13 um?s?, wihrend der immobile Anteil zwischen 15-33% ausmacht. Ob die
poreniberspannenden Membranen mit PEG oder mit CaCl, gespreitet wurden, ist wie
bei den porenlberspannenden Membranen aus DPhPC:DOPC (Verhaltnis: 6:4) an
keinem signifikanten Unterschied fest machbar. Daher wurden die Ergebnisse aus den
beiden Prdaparationsmethoden gemittelt. Aus 27 Messungen ergibt sich somit ein

effektiver Diffusionskoeffizient von:

Detrz7 = (7,2 £ 2,7) pm?s™1
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mit einem immobilen Anteil von:

flr die poreniiberspannenden Membranen bestehend aus reinem DPhPC.

4.6.3 FRAP-Experimente an losungmittelfreien poreniiberspannenden

Membranen auf DPPTE funktionalisierten porésen Substraten

Neben dem Spacer CPEO3 wurde das Thiol DPPTE zur Funktionalisierung des Substrates,
vor Praparation der l6sungsmittelfreien poreniiberspannenden Membran, verwendet
Diese Messungen dienen als direkter Vergleich zu denen mit Hilfe der Miuller-Rudin-
Technik praparierten l6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs, basierend auf der DPPTE-
Funktionalisierung. Zum Spreiten wurden wiederum DPhPC:DOPC (6:4) und DPhPC
GUVs, beide mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC dotiert, und CaCl, oder PEG als

Fusiogen verwendet

Abb. 4.30 zeigt Fluoreszenzaufnahmen einer FRAP-Serie an DPhPC:DOPC (6:4)
mikro-BLMs. Auf diesen Aufnahmen sind Helligkeitsunterschiede in der Fluoreszenz
erkennbar. Diese Helligkeitsunterschiede finden sich auch in den intakten mikro-BLMs.
Die Bedeckung des pordsen Substrates mit einer poreniberspannenden Membran ist
nicht vollstandig und weist viele Defektstellen auf (Abb. 4.30 (A)). Dies alles deutet auf
ein unregelmaRiges Spreiten der GUVs auf den mit DPPTE funktionalisierten porésen
Siliziumsubstraten hin. Dennoch reichte die Bedeckung aus, um FRAP-Messungen an

diesem System durchfiihren zu kénnen.
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Abb. 4.30: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FRAP-Messung an I6sungsmittelfreien mikro-BLMs
bestehend aus DPhPC:DOPC (6:4) dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um
Porendurchmesser; Funktionalisierung: DPPTE; 1 mM CaCl,-Puffer (1 mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NacCl, pH 7,4)).
(A) bis (F) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 2 s; Laserleistung 50 mW). Der
weille Kreis markiert die Lage des Bleichfleckes. (A) vor dem Bleichpuls (B) t =0s (C)t=10s (D) t=50s (E)t=75s
(F) t =100 s. Der MaRstabsbalken entspricht 10 um.

Ahnlich der FRAP-Messungen an den Proben der gleichen Lipidmischung, die mit CPEO3
funktionalisiert sind, ist eine langsame Diffusion auf den Porenbereichen zu erkennen.
Abb. 4.30 (B) zeigt einen gut zu erkennenden Bleichfleck nach dem Laserpuls. Der
Bleichfleck ist nach 50 s in (D) weniger intensiv als in der Aufnahme (B). Nach 100 s (Abb.
430 (F)) ist bei den mit DPPTE funktionalisierten Substraten in dem
poreniiberspannenden Bereich der Bleichfleck immer noch schwach zu sehen. Das lasst
auf eine noch langsamere Diffusion als bei poreniberspannenden Membranen auf den
mit CPEO3-funktionalisierten Substraten schlieRen. Das ist auch aus den Recovery-
Graphen dieser Messungen zu entnehmen. In Abb. 4.31 sind zwei Graphen dieser
Experimente zu sehen. Es ist zu erkennen, dass der immobile Anteil der
GUV-Mischung auf DPPTE funktionalisierten Substraten wesentlich héher liegt als in

dem Fall der CPEO3-Funktionalisierung.
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Abb. 4.31: Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an Idsungsmittelfreien mikro-BLMs aus DPhPC:DOPC (6:4)
dotiert mit 0,05 mol% BODIPY-PC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um Porendurchmesser; Funktionalisierung: DPPTE).
Fur die einzelnen Graphen ist jeweils der effektive Diffusionskoeffizient D und der immobile Anteil /A angegeben.
(A) Dott = (2,3 £0,4) um* s und 1A = (59 £ 3) % (B) Deir = (3,1 +0,8) um” s und A = (44 £ 4) %.

Der effektive Diffusionskoeffizient liegt zwischen 2 -5 um? s und der immobile Anteil
befindet sich im Bereich von 33 -78 %. Aus 9 gemittelten Messungen ergibt sich ein

effektiver Diffusionskoeffizient von:
Degro = (2,4 £ 1,0) pm*s7t
mit einem immobilen Anteil von:
1Ag = (51 £3)%

flr die poreniberspannenden Membranen bestehend aus den Lipiden DPhPC:DOPC

(Verhaltnis: 6:4).

Eine FRAP-Messung an DPhPC porenlberspannenden Membranen auf den mit DPPTE
funktionalisierten pordsen Siliziumsubstraten mit 2 um Porendurchmesser ist in
Abb. 4.32 dargestellt. Auch hier ist die Homogenitat der Fluoreszenzintensitat nach dem
Spreiten nicht gegeben. Bei den mikro-BLMs aus DPhPC ist das aber nicht ganz so stark
zu erkennen wie bei den vorher gezeigten DPhPC:DOPC (6:4) mikro-BLMs. Eine Recovery
ist anhand der Bilder (B) bis (F) erkennbar. Es sind Bereiche mit hellen und dunklen
Stellen auf der Probe zu finden, die das Ergebnis der FRAP-Messung beeinflussen

kénnen.
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Abb. 4.32: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FRAP-Messung an I6sungsmittelfreien mikro-BLMs
bestehend aus DPhPC dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 2 pum
Porendurchmesser; Funktionalisierung: DPPTE; 1 mM CaCl,-Puffer (1 mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NacCl, pH 7,4)).
(A) bis (F) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 2 s; Laserleistung 50 mW). Der
Bleichfleck ist mit einem weien Kreis gekennzeichnet (A) vor dem Bleichpuls (B) t = 0s (C) t = 10s (D) t = 50s
(E) t=75s (F) t =100 s. Der MaRstabsbalken in den Bildern entspricht 10 um.

Die aus den FRAP-Experimenten erhaltenen Daten weisen in den Recovery-Graphen ein
breite Streuung der Datenpunkte auf, wie in Abb. 4.33 (A) zu sehen ist oder erreichen
aufgrund der schlechten Bildqualitat keine Sattigung in der Intensitatswiederherstellung
der Fluoreszenz. Diese Graphen wurden nicht zur Ermittlung des effektiven
Diffusionskoeffizienten herangezogen, da sie einen zu groRen Fehler fiir die Auswertung

und spatere Mittelung bedeutet hatten.

Die effektiven Diffusionskoeffizienten, die zur Mittelung herangezogen wurden, liegen

im Intervall von 3,0 - 4,7 um? s mit einem immobilen Anteil zwischen 30 % - 60 %.
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Abb. 4.33: Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an |6sungsmittelfreien mikro-BLMs aus DPhPC dotiert mit
0,05 mol% BODIPY-PC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um Porendurchmesser; Funktionalisierung: DPPTE;
0,1 mM CaCl,-Puffer, pH 7,4). (A) Doy =(4,5+3,5) um>s” und IA=(13£6)% (B) Doy =(4,4%0,9)um’s’ und
IA = (48 £ 5) %.

Aus 10 Messungen ergibt sich ein effektiver Diffusionskoeffizient:
Defr10 = (4,0 £ 1,9) um?s~1
mit einem immobilen Anteil von:

A0 = (50 +3)%

flr die poreniiberspannenden Membranen bestehend aus dem Lipid DPhPC.

4.6.4 FRAP-Experimente an losungsmittelfreien poreniiberspannenden

Membranen auf unfunktionalisiertem Siliziumsubstrat

Um den Einfluss der Funktionalisierung des Substrates auf die laterale Beweglichkeit der
Lipide in einer Membran zu untersuchen, wurden FRAP-Messungen an
poreniberspannenden Membranen aus DPhPC:DOPC (6:4) dotiert mit 0,05 mol%
BODIPY 500/510 HPC auf pordsen Siliziumsubstrat mit einem Porendurchmesser von
2 um durchgefihrt. Das Siliziumsubstrat wurde vor dem Aufbringen der GUVs nicht

funktionalisiert und auch nicht mit einer Titan-Gold-Schicht besputtert. Nach dem
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Spreiten liegt eine homogene Fluoreszenz auf der Probe vor. Der Stegbereich erscheint
heller als bei den funktionalisierten Substraten, da die Fluoreszenz auf den Stegen nicht
mehr vom Gold geldscht wird. Allerdings ist die Fluoreszenz dort immer noch dunkler als
Uber den Poren, da das Silizium ebenfalls, wenn auch nicht so stark wie das Gold, die
Fluoreszenz l6scht. So koénnen auch hier der Steg- und der Porenbereich visuell

voneinander getrennt werden.

In Abb. 4.34 ist eine FRAP-Messung auf den unfunktionalisierten Substraten dargestellt.
Auch hier ist eine laterale Diffusion in der Bildserie feststellbar. In (A) liegt eine
homogene Fluoreszenz vor. Direkt nach dem Laserpuls (Dauer: 2s,
Laserleistung: 50 mW) ist der Bleichfleck gut definiert zu erkennen. Nach 10 s (C) ist der
Bleichfleck immer noch gut zu sehen. Erst 50 s nach dem Laserpuls ist eine Diffusion der
Membran lber den Poren aufgrund der Zunahme der Fluoreszenzintensitdt ersichtlich.

Nach 100 s in Bild (F) ist der Bleichfleck immer noch schwach erkennbar.

Abb. 4.34: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FRAP-Messung an I6sungsmittelfreien mikro-BLMs
bestehend aus DPhPC:DOPC (6:4) dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um
Porendurchmesser; Funktionalisierung: DPPTE; 1 mM CaCl,-Puffer (1 mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NacCl, pH 7,4)).
(A) bis (F) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 2 s; Laserleistung 50 mW). Der
Bleichfleck ist mit einem weilRen Kreis markiert. (A) vor dem Bleichpuls (B) t=0s (C) t =10s (D) t=50s (E) t=75s
(F) t =100 s. Der MaRstabsbalken in den Bildern entspricht 20 um.
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Eine Auswahl der Recovery-Kurven fiir das FRAP-Experiment der DPhPC:DOPC (6:4)
Membran, gespreitet auf dem unfunktionalisierten pordsen Substrat, findet sich in
Abb. 4.35. Der immobile Anteil in diesem System liegt im Bereich von 30 % bis etwa
50 %, ersichtlich auch aus den FRAP-Kurven (A) und (B), bei denen im Mittel der
immobile Anteil bei 35 % liegt. Der effektive Diffusionskoeffizient dieser Messungen

ergibt ein Intervall von 3 - 4 um? s
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Abb. 4.35: Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an Idsungsmittelfreien mikro-BLMs aus DPhPC:DOPC (6:4)
dotiert mit 0,05 mol% BODIPY-PC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um Porendurchmesser). Fiir die einzelnen Graphen
ist jeweils der effektive Diffusionskoeffizent D und der immobile Anteil /A angegeben.
(A) Dott = (3,8 £0,4) um* s und /1A = (35 £ 3) % (B) Deir = (3,1 +0,3) um” s und /A = (38 £ 4) %.

Aus den Experimenten konnten nur 8 Messungen zur Ermittlung des effektiven
Diffusionskoeffizienten herangezogen werden, da ein Grofdteil der Recovery-Kurven
nicht aussagekraftig war. Die Recovery-Kurven liefen nicht in die Sattigung, das lasst auf
eine zu langsame Diffusionsgeschwindigkeit der Lipide in der Membran schlieBen, die
mit dem Messaufbau nicht ermittelt werden konnte. Dies kénnte der fehlenden
Funktionalisierung zuzuschreiben sein, da sich hier eine Lipiddoppelschicht ebenfalls auf
den Stegbereichen ausbilden konnte und das pordse Substrat durchgangig von einer
Lipiddoppelschicht bedeckt war. Hiermit liegt ein anderes Diffusionsverhalten als auf

den funktionalisierten porésen Substraten vor.
Aus den 8 Messungen ergibt sich ein effektiver Diffusionskoeffizient von:

Degrg = (3,8 £ 0,5) pm?s™1
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mit einem immobilen Anteil von:
[Ag = (42 £3) %

flir die porenliberspannenden Membranen aus DPhPC:DOPC (Verhiltnis: 6:4) auf

unfunktionalisiertem Siliziumsubstrat.

4.6.5 Zusammenfassung der effektiven Diffusionskoeffizienten der

losungsmittelfreien mikro-BLMs

Die nachfolgende tabellarische Zusammenfassung liefert einen Uberblick der effektiven
Diffusionskoeffizienten Dqs mit ihrem dazugehorigen immobilen Anteil IA, die im Kapitel

4.6 fur die 16sungsmittelfreien mikro-BLMs ermittelt wurden.

In Tabelle 4.2 sind die effektiven Diffusionskoeffizienten Det und der immobile Anteil /A
der verwendeten Lipide DPhPC und DPhPC:DOPC (6:4) entsprechend der
Funktionalisierung des porosen Siliziumsubstrates mit einem Porendurchmesser von
2 um aufgefiihrt. Dieser Tabelle ist ebenfalls zu entnehmen, aus wie vielen Messungen

D und /A gemittelt wurden.

Tabelle 4.2: Effektive Diffusionskoeffizienten D s und immobile Anteile /A der |6sungsmittelfreien mikro-BLMs aus
DPhPC und DPhPC:DOPC (6:4) abhangig von der Funktionalisierung des pordsen Siliziumsubstrates mit einem
Porendurchmesser von 2 pm.

Anzahl der
Lipde Funktionalisierung Dot / pm?s™ 1A/ %
Messungen

DPhPC CPEO3 (7,2+2,7) 24 +5) 27

DPPTE (4,0+1,9) 50 + 3) 10

(6:4) DPPTE (2,4 +1,0)

(
(

DPhPC:DOPC CPEO3 (4,0£1,3) (30+4) 23
(51+3) 9
(

keine (3,8%0,5) 42 +3) 8
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4.7 FRAP-Experimente an poreniiberspannenden Membranen mit

Diacetylenlipiden

Im Folgenden sollte nun die laterale Mobilitdt der Lipide in einer Membran auf den
porosen Substraten gezielt beeinflusst werden. Zur Versteifung und somit zur
Verlangsamung der Beweglichkeit eines Systems gibt es zwei Mdéglichkeiten. Zum einen
die Zugabe von Cholesterin, zum anderen die Verwendung von polymerisierbaren
Lipiden. Letztere bilden ein Netzwerk nach ihrer Polymerisierung aus und verlangsamen
hiermit die Mobilitdt innerhalb der Membran. Sie hindern die anderen Lipide innerhalb

1 pie Verminderung der Beweglichkeit sollte Gber

der Membran, frei zu diffundieren
den Polymerisierungsgrad dieser Lipide eingestellt werden. Als polymerisierbares Lipid
wurde 23:2 PC Diyen verwendet Dieses Lipid weist vier Acetylengruppen in den

Alkylketten auf (Abb. 3.19), die unter UV-Bestrahlung polymerisiert werden kénnen.

4.7.1 Charakterisierung von 23:2 PC Diyen mit Hilfe der Filmwaagetechnik

Zur Charakterisierung des Phasenverhaltens des Lipides 23:2 PC Diyen wurde eine
Isotherme der Lipidmonoschicht bei verschiedenen Temperaturen auf Wasser
aufgenommen. In Abb. 4.36 sind die Isothermen fir 20°C und 25°C dargestellt, wobei
sich die Flache pro Molekil auf den gemittelten Flachenbedarf aller Molekiile auf der

Monoschicht bezieht. Der Fehler hier betrégt in etwa 2 A2,

Die Isotherme bei 20°C weist einen Knick bei einem Druck von 0,9 mN m™ bei einer
Fliche von 97 A%/Molekil auf, der den Phaseniibergang zwischen gas-analog und flussig-
expandiert markiert. Im Bereich von 97 ,Z\Z/Molekijl bis 56 AZ/MoIekUI befindet sich ein
Plateau in der Isotherme. In diesem Plateau liegt eine Koexistenz von der
flissig-expandierten und der fliissig-kondensierten Phase vor. Der Knick zwischen
31 A?/Molekil und 28 A%/Molekil bei 31 mN m™ kann dem Ubergang zwischen der

flissig-kondensierten und der fest-analogen Phase zugewiesen werden. Bei einem Druck

von 45 mN m™* kommt es zum Filmkollaps.
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Abb. 4.36: Isothermen von 23:2 PC Diyen auf Reinstwasser gespreitet bei Temperaturen von 20°C (schwarz) und 25°C
(rot).

Die Isotherme weist bei 25°C einen Knick bei einem Druck von 8,5 mN m™ und bei einer
Flache/Molekiil von 77 A%/Molekiil auf. Jedoch ist kein ausgeprégtes Plateau zu finden,
das auf die Koexistenz zwischen der flissig-expandierten und der fllssig-kondensierten
Phase schlieflen lasst. Es kommt hier zu einer leichten Druckminderung trotz weiterer
Komprimierung der Flache. Das ist den meisten Diacetylenlipiden eigen, die eine

19 Diese Druckminderung trotz

ahnliche Lipidstruktur wie das 23:2 PC Diyen aufweisen
Flachenkompression resultiert aus der Bildung der kondensierten Phase und
verschwindet bei Reduzierung der Kompressionsrate %. Ein méglicher Phaseniibergang
von der flUssig-kondensierten zur fest-analogen Phase ist bei dieser Temperatur in der

Isotherme nicht erkennbar.

Die Lage der Phasenlibergange und das geschilderte Verhalten des Lipids bei
Druckerhéhung ist mit friiheren veroffentlichten Daten Uber die Eigenschaften von
Monoschichten aus polymerisierbaren Lipiden mit Diacetylengruppen an beiden
Alkylketten vereinbar '°’. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die verwendete

Substanz oberflachenaktiv und frei von Verunreinigungen ist.
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Um zu untersuchen, wie sich das 23:2 PC Diyen mit einem anderen Lipid in einer
Mischung verhadlt, wurden Fluoreszenzaufnahmen einer auf der Wasseroberflache
gespreiten Monoschicht bei unterschiedlichen Oberflachendriicken aufgenommen. Als
Lipidmischung wurde DPhPC: 23:2 PC Diyen (3:1), dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510
HPC, verwendet, da diese beiden Lipide zusammen fir die Praparation der

poreniberspannenden Membranen herangezogen wurden.

1.5 mN/m 'Y 5 mN/m
—

20 mN/m

35 mN/m

Abb. 4.37: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Monoschicht DPhPC:23:2 PC Diyen (3:1) dotiert mit
0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC bei verschiedenen Oberflachendriicken. Der entsprechende Druck ist dem jeweiligen
Bild zugeordnet Die Messung wurde bei einer Temperatur von 22°C durchgefihrt. Von (A) bis (I) wurde der Druck
stetig um 5mN m™ erhéht. Von Bild (1) nach (J) wurde expandiert. Der MalRstabsbalken in den Bildern entspricht
50 pum.
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In Abb. 4.37 (A) bis (J) sind diese Fluoreszenzaufnahmen dargestellt. Die Messung wurde
bei einer Temperatur von 22°C durchgefiihrt. Die zu dieser Lipidmischung gehorige
Isotherme ist in Abb. 4.38 gezeigt. Wahrend der Messung auf der Filmwaage wurde die

Flache komprimiert und so der Oberflaichendruck erhéht.
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Abb. 4.38: Isotherme von DPhPC:23:2 PC Diyen (3:1) bei einer Temperatur von 22°C..

Bei einem Anfangsdruck von 1,5 mN m™ in Bild (A) liegt eine homogene Fluoreszenz vor.
Die gleiche Homogenitat der Fluoreszenz ist auch bei 5 mN m™ zu finden (B). Erst bei
einer weiteren Flachenkomprimierung ab einem Druck von 15 mN m™ kommt es zur
Bildung von nichtfluoreszierenden Bereichen. Deren Flachenanteil ist umso groRer, je
mehr die Flache komprimiert wird und dadurch steigt der Oberflaichendruck. Da die
Isotherme (Abb. 4.38) keinen Phasenibergang in dem Druckbereich anzeigt, ist es
anhand der Fluoreszenzaufnahmen nicht moéglich zu sagen, ob hier eine Entmischung
der beiden Lipide vorliegt oder ob es sich um eine Phasenseparation handelt. Die
Bildung dieser dunklen Strukturen ist irreversibel, da es bei Verminderung des Drucks
durch Flachenexpansion von 40 mN m™ auf 25 mNm™* keine Veranderung gab. Bei

dieser Messung wurde keine Polymerisation der Diacetylenlipide vorgenommen.
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4.7.2 Langmuir-Blodgett-Ubertrige mit diacetylenhaltigen Lipidmischungen

Zur Untersuchung des Polymerisierungsprozesses des Lipides 23:2 PC Diyen wurden
Langmuir-Blodgett-Ubertrige durchgefiihrt. Die untere Monoschicht bestand aus dem
Phospholipid DPPC. Die obere Monoschicht der Lipiddoppelschicht auf dem Glassubstrat
wurde durch die Lipidmischung DPhPC: 23:2 PC Diyen (Verhaltnis 3:1) gebildet Es wurde
bei einem Druck von 40 mN m™ Gbertragen, um einen hochgeordneten Zustand fir das
23:2 PC Diyen zu erreichen, der fir eine erfolgreiche Polymerisierung unabdingbar ist.
Die obere Monoschicht wurde mit 0,05 mol% des Fluorophors BODIPY 500/510 HPC
dotiert; die untere Monoschicht war nicht fluoreszenzmarkiert. Die Untersuchung des
Ubertrages erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops. Vor der Bestrahlung der Probe
mit UV-Licht war im Filtersatz fiir die BODIPY 500/510 HPC Fluoreszenz (FS 44) die

Fluoreszenz der oberen Monoschicht zu beobachten.

Abb. 4.39: Langmuir-Blodgett-Ubertrag, untere Monoschicht DPPC, obere Monoschicht 23:2 Diyen PC mit 0,05 mol%
BODIPY-PC dotiert; nach 5 min UV-Belichtung in entgaster 0,5 M KCI-Lésung. Die verwendeten Filtersdtze sind in den
Bildern angegeben. Bei den Aufnahmen (A) und (B) und bei den Aufnahmen (C) und (D) handelt es sich jeweils um die
gleiche Probenstelle. Der MaRstabsbalken in den Bildern entspricht 20 um.
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In Abb. 4.39 sind nach dem Ubertrag der oberen Monoschicht, wie auch bei den
Filmwaagemessungen in Abb. 4.37, langliche dunkle Bereiche zu erkennen. Mit dem
Filtersatz flr die rotliche Fluoreszenz (FS 45) ist vor der UV-Bestrahlung kein
Fluoreszenzsignal von der Probe zu detektieren. Vor der Polymerisierung wurde die
0,5 M KCI-Lésung gegen eine entgaste KCl-L6sung ausgetauscht, da die Polymerisation
des 23:2 PC Diyen nur unter Sauerstoffausschlu erfolgt. AnschlieRend wurde fiir 5 min
die Bestrahlung mit UV-Licht durchgefiihrt, das dazu fihrt, dass die Alkylketten der
benachbarten Molekile zu einem stabilen Netzwerk verknipft werden. Dies ist als ein
schwaches Fluoreszenzsignal, ebenfalls im Filtersatz fiir die rotliche Fluoreszenz, zu
detektieren, was auf eine erfolgreiche Polymerisierung schlieBen lasst. Die rotliche
Fluoreszenz folgt aus dem ausgedehnten konjugierten mn-System, das unter der
UV-Bestrahlung in den Regionen, in denen das 23:2 PC Diyen hochgeordnet vorliegt,
entsteht. Diese Fluoreszenz ist auch in den Bereichen zu beobachten, die im Filtersatz
fur das BODIPY 500/510 HPC schwarz erschienen. Das lasst darauf schlieen, dass sich
auch hier das Lipid 23:2 PC Diyen befindet Die Fluoreszenzaufnahmen (A) und (C) zeigen
die BODIPY 500/510 HPC Fluoreszenz nach der UV-Bestrahlung. Die Bilder (B) und (D)
wurden mit dem Filtersatz fiir die Detektion von rotem Fluoreszenzlicht aufgenommen

und weisen eindeutig ein Signal im roten Spektralbereich auf.

4.7.3 Polymerisationsversuche an poreniiberspannenden Membranen mit

Diacetylenlipiden

Da die verwendeten Diacetylenlipide nur mit Hilfe von Chloroform gelést werden
konnen und in n-Dekan unl6slich sind, wurde zunachst die Pradparation der
porenlberspannenden Membranen durch GUVs favorisiert. Aus den Lipidmischungen
mit unterschiedlichen Verhaltnissen der in Chloroform geldsten Lipide DPhPC und 23:2
PC Diyen wurden (iber die Elektroformationsmethode GUVs hergestellt. Damit wurde
sichergestellt, dass in den porenilberspannenden Membranen nach erfolgtem Spreiten
auf den pordsen Siliziumsubstraten mit 2 um Porendurchmesser das 23:2 PC Diyen

unpolymersiert vorlag. Wie auch bei der Praparation der poreniberspannenden
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Membranen ohne Diacetylenlipiden wurde das Spreiten lber den Poren mit Hilfe von

33,3 mM PEG oder 90 mM CacCl, induziert.

Abb. 4.40: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Polymerisationsversuches an |6sungsmittelfreien mikro-BLMs
aus DPhPC:PC Diyen (3:1) dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: poréses Silizium mit 2 um
Porendurchmesser; Funktionalisierung: CPEO3; 1 mM CaCl,-Puffer (1 mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 7,4,
entgast)). (A) und (B) zeigen die freistehenden Membranen direkt nach dem Spreiten. (C) und (D) zeigen das Ergebnis
nach 3 min UV-Bestrahlung. Es ist keine Bedeckung der Poren mehr nachweisbar. Der MaRstabsbalken in den Bildern
entspricht 20 um.

Zunachst wurden GUVs bestehend aus DPhPC: 23:2 PC Diyen (Verhaltnis 3:1) auf den mit
CPEO3 funktionalisierten pordsen Substraten mit 2 um Porendurchmesser gespreitet
Nach der erfolgreichen Prdparation war eine gleichmaRige Bedeckung in den
Porenbereichen festzustellen (Abb. 4.40 (A) und (B)). In den in Kapitel 4.7.4 gezeigten
FRAP-Experimenten wird bestdtigt, dass es sich um lateral bewegliche
poreniiberspannende Membranen vor der Polymerisierung des 23:2 PC Diyen handelt.
Nach 3 minitiger UV-Bestrahlung ist keine Bedeckung der Poren in Abb. 4.40 (C) und (D)

mehr ersichtlich. Dieses beobachtete plotzliche Reilen der poreniiberspannenden
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Membran kénnte auf den Umordnungsprozesses, der durch die Polymerisation bei den

Diacetylenlipiden ausgel6st wird, zurlickzufiihren sein.

Auf dieser Basis wurde der Anteil des 23:2 PC Diyen in den GUVs reduziert, um eine
Bedeckung der Poren mit einer Membran auch nach der Bestrahlung mit UV-Licht zu
erreichen. Allerdings kollabierten die Membranen nach UV-Einstrahlung auch bei einem
Verhaltnis von 19:1 der Mischung DPhPC: 23:2 PC Diyen. Durch die Verringerung der
Bestrahlungszeit und die Reduzierung der UV-Leistung lasst sich, so Morigaki et al. 108
der Polymerisierungsgrad der Diacetylenlipide und damit zusatzlich auch die
Diffusionsgeschwindigkeit innerhalb einer poreniiberspannenden Membran einstellen.
Eine Verringerung der UV-Bestrahlungszeit auf wenige Sekunden und eine Reduzierung
der eingestrahlten Leistung des UV-Lichtes reichten allerdings nicht aus, um eine

porenlberspannende Membran mit einem polymerisierten Anteil zu erhalten.

Erst bei einem Mischungsverhaltnis der Lipide DPhPC: 23:2 PC Diyen von 99:1 ist nach
3 min Bestrahlung mit UV-Licht eine Bedeckung von einzelnen Poren auf dem pordsen
Siliziumsubstrat zu finden. Die Fluoreszenzaufnahmen (A) und (B) in Abb. 4.41 zeigen die
poreniiberspannenden Membranen direkt nach dem Vesikelspreiten und in den beiden
Bildern (C) und (D) nach 3 min UV-Bestrahlung. Die erhaltene Bedeckung ist allerdings
nicht ausreichend, um die laterale Mobilitdt in der Membran zu messen. Auch kann bei
diesem Mischungsverhiltnis der Lipide nicht sichergestellt werden, dass das 23:2 PC
Diyen nach der Polymerisation in den erhaltenen poreniiberspannenden Membranen
vorhanden ist, da, wie bei den vorherigen Fimwaagemessungen gezeigt, es bei einem
bestimmten Druck zu einer Entmischung der Lipide kommen kann bzw. der Anteil des

23:2 PC Diyen gegeniiber dem DPhPC zu gering ist.
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Abb. 4.41: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Polymerisationsversuches an l6sungsmittelfreien mikro-BLMs
aus DPhPC:23:2PC Diyen (99:1) dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: poroses Silizium mit 1,2 um
Porendurchmesser; Funktionalisierung: CPEO3; 1 mM CaCl,-Puffer (1 mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 7,4,
entgast)). (A) und (B) zeigen verschiedene Probenstellen vor der Polymerisation. (C) und (D) zeigen diese nach der
Polymerisation durch 3 min Bestrahlung mit UV-Licht. Der MaRstabsbalken in den Bildern entspricht 20 um.

Da das System der I6sungsmittelfreien mikro-BLMs eine zu geringe Fluiditat fur den
Ausgleich des Umordnungsprozesses des 23:2 PC Diyen wahrend der Polymerisierung
aufweist, wurde auf die Praparation von mikro-BLMs Uber die Miller-Rudin-Technik
zuriickgegriffen. Damit sollte eine hohere Fluiditdat, bedingt durch das restliche
Losungsmittel nach dem Ausdiinnprozess, in den mikro-BLMs erreicht werden, die ein
Reilen der mikro-BLMs wahrend der Bestrahlung mit UV-Licht verhindern sollte. Das
Losungsmittel in der Painting-Lésung wurde hierfiir im Verhaltnis n-Dekan:Chloroform
1:1 gemischt. Das Chloroform wurde zugegeben, da das 23:2 PC Diyen in n-Dekan

unloslich ist.

Die Fluoreszenzaufnahmen in Abb. 4.42 zeigen die mikro-BLMs auf dem mit DPPTE
funktionalisierten pordsen Substrat mit 2 um Porendurchmesser nach UV-Bestrahlung.

In Bild (A) ist gut die hellere BODIPY 500/510 HPC Fluoreszenz zu erkennen. Bild (B)
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wurde an der gleichen Stelle mit FS 45 aufgenommen. Auch hier ist ein Fluoreszenzsignal

detektierbar, was auf eine erfolgreiche Polymerisation schlieRen lasst.

FS 45

Abb. 4.42: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach 8 min UV-Bestrahlung an I6sungsmittelhaltigen
mikro-BLMs aus DPhPC:23:2PC Diyen (19:1) dotiert mit 0,1 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: pordses Silizium mit
2 um Porendurchmesser; Funktionalisierung: DPPTE; 0,5M KCl). Das n-Dekan in der Painting-Losung fiur die
Praparation der mikro-BLMs wurde mit Chloroform im Verhaltnis 1:1 versetzt. (A) Fs 44 geeignet fiir die BODIPY
500/510 HPC Fluoreszenz (B) Fs 45, fir die rétliche Emission; der MaRstabsbalken in den Bildern entspricht 20 um.

Allerdings ist diese flachige Bedeckung bei diesem System mit den Diacetylenlipiden nur
begrenzt fir FRAP-Messungen nutzbar, da groRe Bereiche der poreniberspannenden
Membranen wahrend der UV-Bestrahlung gerissen sind. Die zu diesen
[6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs gehdrigen FRAP-Messungen werden in Kapitel 4.7.5

beschrieben.

4.7.4 FRAP-Experimente an lésungsmittelfreien poreniiberspannenden

Membranen mit Diacetylenlipiden unter Temperaturveranderung

Um das ReilRen der mikro-BLMs wahrend der UV-Bestrahlung zu verhindern, wurde die
Probe vor der UV-Bestrahlung von 22°C auf 5°C herunter gekihlt und wahrend der
Bestrahlung bei 5°C gehalten. Nach der Polymerisierung wurde die Probe langsam
wieder auf 22°C erwarmt. Diese Prozedur wurde angewandt, um die Beweglichkeit in
der Membran zu begrenzen und somit ein geordnetes System zu erreichen, das nicht mit

Membranzerstorung auf UV-Bestrahlung reagiert. Die poreniiberspannenden
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Membranen wurde lber das Spreiten von GUVs, bestehend aus einer Lipidmischung aus
den beiden Lipiden DPhPC und 23:2 PC Diyen im Verhaltnis 19:1 und mit 0,05 mol%
BODIPY 500/510 HPC dotiert, auf den 2 um Poren des CPEO3 funktionalisierten porésen

Substrates prapariert.

Abb. 4.43 (A) zeigt eine poreniiberspannende Membran nach dem Vesikelspreiten mit
Hilfe von 85 mM CaCl, bei einer Temperatur von T = 22°C; die Membran erscheint bis
auf kleine hellere Bereiche in der Fluorophorverteilung homogen zu sein. Aufnahme (B)
wurde nach dem Herunterkihlen der Probe auf 5°C aufgenommen. Im Vergleich zu (A)
ist die Fluorophorverteilung inhomogen. Auf der Probe sind groRere helle Bereiche mit
viel Fluorophor und dunklere Bereiche mit weniger Fluorophor zu erkennen. Nach
erfolgter UV-Bestrahlung und dem langsamen Erwarmen der Probe auf 22°C lag diese
Inhomogenitat ebenfalls vor (C). Fir die FRAP-Messungen nach der UV-Bestrahlung
wurden Bereiche auf der Probe verwendet, die eine relativ gute Homogenitdt der

Fluoreszenzintensitat aufwiesen.

T=22°C*

Abb. 4.43: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von I6sungsmittelfreien mikro-BLMs aus DPhPC:23:2 PC Diyen
(19:1) dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: pordses Siliziumsubstrat mit 2 um Porendurchmesser;
Funktionalisierung: CPEO3, 1 mM CaCl,-Puffer (1mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 7,4)). (A) Membran bei
T =22°C vor der Polymerisation)) (B) Membran bei T=5°C vor der Polymerisation. (C) Membran bei T =22°C nach der
Polymerisation. Der MaRstabsbalken in den Bildern entspricht 20 um

Zur Berechnung des effektiven Diffusionskoeffizienten vor der Polymerisierung wurden
5 Messungen herangezogen, die folgenden Mittelwert lieferten (Recovery-Graph vgl.

Abb. 4.45 (A)):

Deff,5 = (7'9 * 2,5) Hmz s
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und einem immobilen Anteil von:

145 =(14 £6) %

Eine FRAP-Messung nach der Polymerisation ist in Abb. 4.44 dargestellt. Vor Beginn der
FRAP-Messung liegt in Aufnahme (A) eine homogene Fluoreszenz vor. Direkt nach dem
Laserpuls in (B) ist ein gut definierter schwarzer Bleichfleck zu erkennen. Erst 50s
danach in Aufnahme (D) ist eine Veranderung des Bleichfleckes feststellbar. Nach 100 s
ist der urspriingliche Bleichfleck immer noch zu sehen (F). Das lasst auf eine langsame
laterale Diffusion nach erfolgter Polymerisation des 23:2 PC Diyen in den

poreniiberspannenden l6sungsmittelfreien Membranen schlielRen.

Abb. 4.44: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FRAP-Messung an l6sungsmittelfreien mikro-BLMs
bestehend aus DPhPC:23:2 PC Diyen (19:1) dotiert mit 0,05 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: poréses Silizium mit
2 um Porendurchmesser; Funktionalisierung: CPEO3; 1 mM CaCl,-Puffer (1 mM CaCl,, 20 mM TRIS, 100 mM Nadl,
pH 7,4)). (A) bis (F) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 2 s; Laserleistung
50 mW) (A) vor dem Bleichpuls (B) t = 0s (C) t =10s (D) t = 50s (E) t = 75s (F) t = 100 s. Der MaRstabsbalken
entspricht 10 pm.

Aufgrund der Inhomogenitat der Fluoreszenz auf der Probe konnten ebenfalls nur funf
Messungen nach der Bestrahlung mit UV-Licht herangezogen werden. Eine typische

Recovery-Kurve aus diesen finf Messungen wird in Abb. 4.45 (B) gezeigt. Wenn die dort
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abgebildete Recovery-Kurve mit den Ergebnissen der FRAP-Messungen vor
Polymerisation verglichen wird, ist erkennbar, dass der immobile Anteil nach erfolgter
Polymerisation, wie erwartet, hoher liegt. Der effektive Diffusionskoeffizient ist niedriger

als vor der Polymerisation.
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Abb. 4.45: Recovery-Graph eines FRAP-Experiments an I6sungsmittelfreien mikro-BLMs aus DPhPC:23;2 PC Diyen
(19:1) dotiert mit 0.05 mol% BODIPY-PC (Substrat: pordses Silizium mit 2 um Porendurchmesser. Die Membran wurde
Uber Vesikelspreiten von GUVs mit Hilfe von 85 mM CaCl, prapariert. (A) Vor UV-Bestrahlung: D¢ = (9,3 % 2,3) um2 st
und /A = (7 + 3) % (B) Nach UV-Bestrahlung: Deg =(3,0 £ 0,7) um” s und A = (46 * 4) %.

Nach der UV-Licht-Bestrahlung ergibt sich hier ein gemittelter effektiver

Diffusionskoeffizient von:

Degrs = (2,3 £ 1,0) pm?s™t

mit einem immobilen Anteil von:

IAg = (46 +5)%

Nach Polymerisation entspricht die laterale Diffusion in den poreniberspannenden
Membranen etwa einem Drittel der Mobilitdt vor der Polymerisation. Ebenso ist der
immobile Anteil um mehr als die Halfte angestiegen. Deshalb kann davon ausgegangen
werden, dass die Polymerisation stattgefunden hat und somit die Membran in ihrer

lateralen Mobilitat eingeschrankt wurde.
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4.7.5 FRAP-Experimente an mikro-BLMs mit Diacetylenlipiden

Eine weitere Moglichkeit, um nach der Polymerisation eine intakte Membran UGber den
Poren zu erhalten, wurde durch die Painting-Technik realisiert. Zu diesem Zweck wurde,
wie bereits in Kapitel 4.7.3 beschrieben, eine Painting-L6sung, bestehend aus
DPhPC: 23:2 PC Diyen (19:1), mit einem Losungsmittelgemisch aus n-Dekan und

Chloroform im Verhaltnis 1:1, verwendet

In Abb. 4.46 ist eine Auswahl der Recovery-Kurven aus den durchgefiihrten
FRAP-Messungen vor UV-Bestrahlung dargestellt. Auch hier ist zu erkennen, dass bei
dieser Art von Prdparation eine hohere Ilaterale Mobilitat aufgrund von
Losungsmitteleinflissen gegeben ist als in den I6sungsmittelfreien poreniiber-
spannenden Membranen auf den pordsen Materialien. Das ist besonders im Graphen (B)
zu erkennen. Die Fluoreszenzintensitat liegt nach 100 s (iber der Ausgangsintensitat vor
dem Bleichpuls. Dies deutet darauf hin, dass hier eine Probe vorlag, die entweder nicht
ausreichend ausgediinnt war oder an einer Stelle auf der Probe gemessen wurde, die

zusatzliche Losungsmittelreservoirs (vgl. Kapitel 4.2.3) aufwies.
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Abb. 4.46: Recovery-Graph eines FRAP-Experiments an mikro-BLMs aus DPhPC:23:2 PC Diyen (19:1) dotiert mit
0,1 mol% BODIPY-PC vor Polymerisation. (Substrat: pordses Silizium mit 2 um Porendurchmesser; 0,5 M KCl). Fir die
einzelnen Graphen sind jeweils der effektive Diffusionskoeffizient D und der immobile Anteil /A angegeben.
(A) Dot =(26,2 £ 7,1) um’ s und 1A = (11 + 4) % (B) Desr =(17,8 + 4,4) pm” s und IA = 0 %.
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Diese Losungsmittelreste haben zudem die Eigenschaft, verstarkt das Fluorophor zu
binden und somit steigert sich hier die Fluoreszenzintensitdt. Graphen, bei denen diese
Effekte auftraten, wurden nicht zur Mittelung des effektiven Diffusionskoeffizienten
herangezogen, da hier der keine homogene Membran garantiert werden konnte. Vor

dem Polymerisieren wurde ein effektiver Diffusionskoeffizient aus 5 Messungen

erhalten:

Deff,5 = (29,2 i 8,2) |J.m2 5_1

mit einem immobilen Anteil von:

1As = (11 +4) %

Nach 8-minitiger Bestrahlung mit UV-Licht, um eine vollstandige Polymerisation zu
garantieren, war ausreichend Membranflache fir FRAP-Messungen vorhanden. Jedoch

waren auch hier groRe Bereiche (iber den Poren kollabiert, da ein Umordnungsprozess

aufgrund der stattfindenden Polymerisation erfolgte.
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Abb. 4.47: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FRAP-Messung mikro-BLMs bestehend aus
DPhPC:23:2 PC Diyen (19:1) dotiert mit 0,1 mol% BODIPY 500/510 HPC (Substrat: poréses Silizium mit 2 um
Porendurchmesser; Funktionalisierung: DPPTE; 0,5M KCl). (A) bis (F) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem
Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 2 s; Laserleistung 50 mW). Der weilRe Kreis markiert die Lage des Bleichflecks. (A) vor
dem Bleichpuls (B)t=0s(C)t=10s (D) t=50s(E) t=75s (F) t =100 s. Der Mal3stabsbalken entspricht 10 um.
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Eine exemplarische FRAP-Messung nach Polymerisierung ist in Abb. 4.47 gezeigt. Vor
dem Bleichpuls liegt in Aufnahme (A) eine homogene Fluoreszenzverteilung vor. Der
Bleichfleck direkt nach dem Laserpuls ist in Bild (B) gut zu erkennen. Da nach 100 s, im
Gegensatz zu dem Experiment in Kapitel 4.7.4, der Bleichfleck nicht mehr erkennbar ist,
ist die Diffusionsgeschwindigkeit aufgrund der Erhéhung der lateralen Mobilitdat durch
Losungsmittelreste schneller als bei den l|6sungsmittelfreien mikro-BLMs nach
UV-Bestrahlung. Allerdings ergibt sich aus den Recovery-Kurven (Abb. 4.48) eine
Verlangsamung der lateralen Mobilitat der mikro-BLMS im Vergleich zu der
Diffusionsgeschwindigkeit vor Polymerisierung bei den |6sungsmittelhaltigen

mikro-BLMs.
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Abb. 4.48: Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an mikro-BLMs aus DPhPC:23:2 PC Diyen (19:1) dotiert mit
0,1 mol% BODIPY 500/510 HPC nach dem Polymerisieren. (Substrat: poréses Silizium mit 2 um Porendurchmesser;
Funktionalisierung: DPPTE; 0,5 M KCI). Fiir die einzelnen Graphen sind jeweils der effektive Diffusionskoeffizient Dy
und der  immobile  Anteil 1A angegeben. (A) Des =(16,8 £ 5,7) um2 st und IA=(17+1)%
(B) Dot =(16,8 £ 15,8) um” s und /A = (10 £ 5) %.

Aus funf gemittelten Messungen ergibt sich ein effektiver Diffusionskoeffizient nach

erfolgter Polymerisierung durch UV-Bestrahlung von:
Degrs = (14,1 £ 9,2) pm?s™*
mit einem immobilen Anteil von:

145 = (16 + 4)%
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4.7.6 Zusammenfassung der effektiven Diffusionskoeffizienten der
poreniiberspannenden  Membranen mit einem Anteil von

Diacetylenlipiden

Die nachfolgende tabellarische Zusammenfassung (Tabelle 4.3) liefert einen Uberblick
der effektiven Diffusionskoeffizienten Des mit dazugehorigem immobilem Anteil /A, die
fir die l6sungsmittelfreien und l6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs aus DPhPC: 23:2 PC

Diyen (Verhaltnis: 19:1) ermittelt wurden.

Tabelle 4.3: Der effektive Diffusionskoeffizient Dt und der immobile Anteile /A abhangig von der Funktionalisierung,
Praparation, und Polymerisierung fiir freistehende Membranen aus DPhPC:23:2 PC Diyen (19:1) auf pordsen
Siliziumsubstraten mit einem Porendurchmesser von 2um.

Praparations-  Funktional-

Polymerisierung D/ um?s? 1A %
technik isierung

unpolymerisiert GUV CPEO3 (7,9+2,5) (14 £ 6)

polymerisiert GUV CPEO3 (2,3+1,0) (46 +5)

unpolymerisiert Miiller-Rudin DPPTE (26,8 + 8,0) (14 £ 4)

polymerisiert Miiller-Rudin DPPTE (14,1 +9,2) (18 +4)




4.8 FRAP-Messung an der oberen Monoschicht der poreniiber-spannenden Membranen 119

4.8 FRAP-Messung an der oberen Monoschicht der poreniiber-

spannenden Membranen

In den bisher gezeigten FRAP-Messungen auf den pordsen Substraten wurde
vorausgesetzt, dass sich beide Lipidmonoschichten der mikro-BLMs frei bewegen
kénnen und somit zur lateralen Diffusion und zum Recovery beitragen. Jedoch liegt auf
den Stegbereichen eine Funktionalisierung tber ein Thiol (DPPTE oder CPEO3) vor.
Dieses Thiol ist auf den mit Gold beschichteten Festkdrperbereichen fest gebunden und
konnte eine mogliche Diffusionsbarriere fiir die untere Lipidmonoschicht darstellen. Die
Lipide dieser Monoschicht waren dann nur in ihrer lateralen Diffusion auf die einzelne
Pore beschrankt. Die obere Lipidmonoschicht wiirde der Einschrankung durch die
Funktionalisierung nicht unterliegen. Bei einem FRAP-Experiment wird nun allerdings
aufgrund des Aufbaus mehr als nur eine Pore gebleicht. Daher misste sich die laterale
Diffusion einer Lipiddoppelschicht anders verhalten als die einer einzelnen
Lipidmonoschicht. Um naher zu ergriinden, welchen Anteil die obere Monoschicht zum
Recovery leistet, wurde die Fluoreszenz des Fluorophors in der unteren Monoschicht der
mikro-BLMs durch Zugabe von Kobalt-(ll)-Chlorid (CoCl,) in das untere Kompartiment
einer Zwei-Kompartimenten-Kammer geldscht. Das CoCl, besitzt die Eigenschaft, die
Fluoreszenz des verwendeten Fluorophors durch Energielibertragung zu I6schen .
Somit kann keine Emission mit der CCD-Kamera des Fluoreszenzmikroskopes detektiert
werden. Die Praparation der mikro-BLMs auf den pordsen Substraten erfolgt Gber die
Miller-Rudin-Technik. Das Lipid, das verwendet wurde, ist DPhPC (2 (w/v)-% DPhPC in
n-Dekan). Zur Visualisierung im Fluoreszenzmikroskop wurde die Probe mit 0,5 mol%

NBD-PE dotiert.

Abb. 4.49 zeigt eine Skizze flr die Zugabe des CoCl, in die Kammer. Es bestand die
Moglichkeit das CoCl, zur Oberseite der Membran oder zur Unterseite zu geben. Die

Fluoreszenz beider Monoschichten konnte unabhangig von einander geléscht werden.
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obere Monoschicht

untere Monoschicht

Abb. 4.49: Schematische Zeichnung der CoCl,-Zugabe fur die Loschung der Fluoreszenzintensitdt bei den
FRAP-Messungen in der Zwei-Kompartimenten-Kammer.

Zunachst wurde die Wirkung der Fluoreszenzldschung durch das CoCl, an der oberen
Monoschicht untersucht. In Abb. 4.50 (A) sind mikro-BLMs, mit NBD-PE dotiert, auf dem
porosen Substrat zu erkennen. Es liegt eine helle Fluoreszenzintensitdt vor. In der
Fluoreszenzaufnahme (B) ist die gleiche Probenstelle nach Zugabe von 24 mM CoCl; zu
sehen. Wahrend der Zugabe von CoCl, wurde die Probe nicht beleuchtet, um ein
Bleichen des Fluorophors zu verhindern. Bei einem Vergleich der beiden Bilder ist der

Einfluss der Fluoreszenzléschung des CoCl, auf den Fluorophor NBD-PE ersichtlich.

Abb. 4.50: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mikro-BLMs aus DPhPC dotiert mit 0,5 mol% NBD-PE (Substrat:
poroses Silizium mit 2 um Porendurchmesser; Funktionalisierung: DPPTE; 0,5 M KCl) (A) Die Fluoreszenintensitat vor
Zugabe von CoCl,. (B) Fluoreszenzintensitat nach Zugabe von 24 mM CoCl,. Ein Vergleich dieser Aufnahmen zeigt
Unterschiede in der Fluoreszenzintensitét, die durch die Loschung der NBD-PE- Fluoreszenz hervorgerufen werden.
Der MaRstabsbalken in den Bildern entspricht 20 um.

Die Aufnahme (B) erscheint von der Intensitdt des Fluoreszenzsignales her wesentlich
dunkler. Der beobachtete Quencheffekt ist bei Entfernung des CoCl, aus dem System
durch Austausch des CoCl, gegen 0,5 M KCI-Lésung reversible. Fiir die FRAP-Messungen

der lateralen Mobilitat der oberen Monoschicht wurde der Anteil der Fluoreszenz der
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unteren Monoschicht durch die Zugabe von 22 mM CoCl; in das untere Kompartiment
der Kammer geloscht. Das CoCl, wurde durch Rihren in der unteren Kammer
gleichmaRig verteilt. Zum Vergleich wurden Messungen der lateralen Mobilitat vor und

nach erfolgter Fluoreszenzl6schung durchgefiihrt.

TEEEEIE R L)
an

Abb. 4.51: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer FRAP-Messung an mikro-BLMs bestehend aus
DPhPC dotiert mit 0,5 mol% NBD-PE (Substrat: pordses Silizium mit 2 um Porendurchmesser; Funktionalisierung:
DPPTE; 0,5M KClI). Hier liegt keine Zugabe von CoCl, vor. (A) bis (F) zeigen verschiedene Zeitpunkte nach dem
Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 1s; Laserleistung 50 mW). Der weiBe Kreis markiert die Lage des Bleichfleckes.
(A) vor dem Bleichpuls (B) t=0s (C) t=10s (D) t=50s (E) t =75s (F) t = 100 s. Der MalRstabsbalken entspricht 10 um.

In Abb. 4.51 sind Fluoreszenzaufnahmen einer FRAP-Messung an mikro-BLMs,
bestehend aus DPhPC dotiert mit 0,5 mol% NBD-PE, vor Zugabe von CoCl, zu sehen. Vor
dem Bleichpuls (A) liegt eine homogene Fluoreszenz vor. Kurz nach dem Laserpuls in (B)
ist der scharfe Bleichfleck zu erkennen, der in den folgenden Fluoreszenzaufnahmen
(C bis F) weniger stark ausgepragt ist als in (B), was auf eine Diffusion der Lipide

schlieBen lasst. Nach 100 s (F) ist mit dem Auge kein Bleichfleck mehr zu erkennen.
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Abb. 4.52: Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an mikro-BLMs aus DPhPC dotiert mit 0,5 mol% NBD-PE auf
porésem Siliziumsubstrat mit 2 um Porendurchmesser. Die Recovery-Graphen wurden vor der Zugabe von CoCl,
aufgenommen. Fir die einzelnen Graphen sind jeweils der effektive Diffusionskoeffizient D und der immobile Anteil /A
angegeben. (A) Dot =(4,5 + 1,9) um” s und IA = (12 £ 3) % (B) Derr =(9,2 + 1,6) pm” s und 1A = (21 £2) % .

Eine Auswahl an Recovery-Kurven, die aus den FRAP-Messungen vor CoCl,-Zugabe
stammen, sind der Abb. 4.52 zu entnehmen. Die Werte fir den effektiven
Diffusionskoeffizienten variieren in einem Bereich von 4 bis 13 um? s'. Der immobile
Anteil liegt im Bereich von 8 % bis 28 %. Dies ist vergleichbar mit den FRAP-Messungen
aus Kapitel 4.5.2. Diese Variation der Werte resultiert unter anderem aus den
Losungsmitteleffekten, die im Fall der mikro-BLMs, wie in Kapitel 4.5 beschrieben,

haufiger zu beobachten waren.

Nach den Vergleichsmessungen vor Zugabe von CoCl, wurde in das untere
Kompartiment der Probenkammer 22 mM CoCl, gegeben und Uber Rithren homogen
verteilt, damit eine Fluoreszenzl6schung in der unteren Lipidmonoschicht hervorgerufen
wird. Danach wurden FRAP-Messungen von der oberen Monoschicht vorgenommen, da
durch das Quenchen die Fluoreszenzinformation der unteren Monoschicht fehlt.
Fluoreszenzaufnahmen einer FRAP-Messung nach CoCl,-Zugabe sind in Abb. 4.53
dargestellt. Vor dem Bleichpuls (A) liegt eine homogene Fluoreszenz vor. Kurz nach dem
Laserpuls in (B) ist ein scharfe Bleichfleck in der Mitte der Aufnahme zu erkennen, der in
den folgenden Fluoreszenzaufnahmen (C bis F) weniger stark ausgepragt erscheint als in
(B), was auf eine Diffusion der Lipide innerhalb der Membran schlieBen lasst. Nach 100 s

(F) ist mit dem Auge kein Bleichfleck mehr zu erkennen.
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DPPTE; 0,5 M KCl), nach Zugabe von 22 mM CoCl, in das untere Kompartiment der Messkammer. (A) bis (F) zeigen
verschiedene Zeitpunkte nach dem Bleichpuls (Dauer des Bleichpuls: 1s; Laserleistung 50 mW). Der weile Kreis

kennzeichnet die Lage des Bleichfleckes. (A) vor dem Bleichpuls (B) t = 0s (C) t = 10s (D) t = 50s (E) t = 755

100 s. Der Malstabsbalken in den Bildern entspricht 10 um.
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Recovery-Graphen eines FRAP-Experiments an DPhPC-mikro-BLMs (Substrat: poréses Siliziumsubstrat mit

2 um Porendurchmesser, Funktionalisierung: DPPTE). Die Recovery-Kurven wurden nach der Zugabe von 22 mM CoCl,
in das untere Kompartiment der Messkammer aufgenommen. Fir die einzelnen Graphen sind jeweils der effektive

Abb. 4.54

(8,8+2,7)um’s™ und IA=(37%4)%

Diffusionskoeffizient D und der immobile Anteil /A angegeben. (A) D

(15,8 £4,1) um* s und 1A = (5 £ 1) %.

(B) Degt
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Ein Vergleich mit der FRAP-Messung vor CoCl,-Zugabe (Abb. 4.51) zeigt, dass kein
signifikanter Unterschied in der lateralen Mobilitdt zu erkennen ist. Dies ist auch den

Recovery-Kurven (Abb. 4.54) zu entnehmen.

Aus der Messung der lateralen Mobilitdt der oberen Monoschicht resultieren Werte fiir
den effektiven Diffusionskoeffizienten zwischen 4 und 16 pum2?s® aus der
Datenanpassung der Recovery-Kurven. Flr den immobilen Anteil ergibt sich ein Bereich

von 2 % bis 37 %.

Zur Uberpriifung der Messwerte, ob die effektiven Diffusionskoeffizienten vor und nach
der Zugabe von CoCl, miteinander korreliert werden konnen, wurde ein Signifikanztest
an den Werten durchgefiihrt. Als Signifikanztest wird die ungepaarte
Student-t-Verteilung gewahlt. Dieser Test untersucht, ob die Annahme von zwei
unabhangigen Messreihen erfillt ist (Nullhypothese) und somit ein Vergleich von

unterschiedlichen Messreihen zuldssig ist.

Bei Annahme einer gleichen Abweichung wird der Testwert nach Gleichung (4.1)

berechnet:

T (4.1)

o? ist die Varianz; x; und x, stehen fur die Mittelwerte aus den Stichproben, n; und n;
sind die jeweilige ProbengroBe der beiden gegeniibergestellten Gruppen, die zu diesem
Test herangezogen werden und t ist die Student-t-Quantile mit n;+n,-2 Freiheitsgraden.
Aus der Anzahl der Freiheitsgrade und dem so errechneten t-Wert ist es moglich, die
Wahrscheinlichkeit anzugeben, mit der zwei unabhangige Proben die Nullhypothese

erfullen und somit statistisch signifikant voneinander unterscheidbar sind 109,

Flr die Durchfiihrung des Signifikanztests wurden zum einen Werte fir die Messungen
vor der Fluorezenzléschung und zum anderen Werte nach CoCl,-Zugabe aus vier

verschiedenen Experimenten herangezogen.
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Aus dem ungepaarten Student-t-Test ergeben sich folgende Werte bei

51 Freiheitsgraden:
Fir die t-Quantile: t=-1,91
Fir die Standardabweichung: 0=5,13

Es errechnet sich daraus eine Wahrscheinlichkeit von 0,061, dass die Nullhypothese
erfillt ist. Somit ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Werten vor und
nach der Zugabe, da bei einer Signifikanz die Wahrscheinlichkeit fir die Nullhypothese

nahe eins liegen misste.

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass zum Recovery nur die obere Monoschicht der
mikro-BLMs beitragt. Das heildt, dass die laterale Mobilitdit der mikro-BLMs und der
[6sungsmittelfreien porenlberspannenden Membranen, sofern eine Funktionalisierung
auf den Stegen vorliegt, nur von der oberen Monoschicht bestimmt wird. Diese
Monoschicht kann sich ungehindert Uber den Stegbereich bewegen. Die untere
Monoschicht ist aufgrund der Funktionalisierung tGber die Thiole auf den Stegen nur auf

den Porenbereich beschrankt und kann somit nicht zum Recovery beitragen.



126 ERGEBNISSE

4.9 FEM-Simulationen Zu den mikro-BLMs auf  porosen

Siliziumsubstraten mit einem Porendurchmesser von 7 pum

Aus den unter anderem in Kapitel 4.5.1 angeflihrten Ausfilhrungen zu den
FRAP-Messungen an mikro-BLMs, bestehend aus DPhPC auf pordsen, mit DPPTE
funktionalisierten, Siliziumsubstraten mit einem Porendurchmesser von 7 um, ging
hervor, dass ein effektiver Diffusionskoeffizient beobachtet wird. Dieser effektive
Diffusionskoeffizient setzt sich aus zwei unterschiedlichen Diffusionkoeffizienten
zusammen. Zum einen kann ein Koeffizient fiir die Diffusion der oberen Monoschicht im
Porenbereich, zum anderen ein Koeffizient fur die Diffusion der oberen Monoschicht auf
den mit DPPTE funktionalisierten Stegbereichen definiert werden. Die Finite Elemente
Methode wurde herangezogen, um den Einfluss dieser beiden Diffusionskoeffizienten

analysieren zu kénnen.

Die fur die Simulation angenommene Probengeometrie des pordsen Substrates ist in

Abb. 4.55 (A) skizziert. Die Porenkantenlangen betragen jeweils 7 um.

wrf £

wr /g

Abb. 4.55: (A) Probengeometrie der pordsen Siliziumsubstrate mit 7 um Porenkantenldnge fur die Finite Elemente
Simulation. (B) VergroRerte Elektronenmikroskopaufnahme des porésen Siliziums mit einer Porenkantenlange 7 um.
Der MaRstabsbalken betragt 1 um.

Die  Stegbreite = zwischen den einzelnen  Poren wurde aus einer

Elektronenmikroskopaufnahme ermittelt und auf den Wert 3,87 um gesetzt. In Abb.
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4.55 (B) ist eine elektronenmikroskopische Aufnahme des pordsen Siliziumsubstrates
dargestellt, das fir die FRAP-Messungen an l6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs

verwendet wurde. Den Simulationen wurde ein Array aus 8 x 8 Poren zugrunde gelegt.

Um eine genaue Beschreibung der Anfangssituation der einzelnen simulierten
Messungen nach dem Bleichpuls zu erreichen, werden die aus den einzelnen FRAP-
Messungen erhaltenen GauBkurven des ersten Bildes im FEM-Programm angepasst. In
Tabelle 4.4 sind vier ausgewahlte FRAP-Experimente an DPhPC mikro-BLMs angefiihrt.
Diese Tabelle beinhaltet die Information bezliglich der Halbwertsbreite w der GauRkurve
des ersten Bildes der einzelnen FRAP-Serien und der aus der Kurvenanpassung der
Recovery-Graphen bestimmte effektive Diffusionskoeffizient Dqs. Des Weiteren sind die
Angaben fir die Anpassung der GauBkurven in der Simulation an die experimentell

bestimmten  GauBkurven aufgefiihrt. Hierbei handelt es sich um die

w

2v2In2

Standardabweichung o (o0 = ) und die Bleichtiefe ,B.D.“.

Tabelle 4.4: Halbwertsbreiten der Gaulkurve w des ersten Bildes der FRAP-Serie und die effektiven
Diffusionskoeffizienten D, aus der Kurvenanpassung nach Axelrod des Recovery-Graphen. Die GauRkurven der
Simulation wurden den experimentellen liber die Standardabweichung o und der Bleichtiefe B.D. angeglichen.

Serie W [um] Dett / pm?s™ c B.D.
01 19,3+0,9 19,7+0,6 18,0 0,46
02 19,0+0,7 17,8+2,2 8,7 0,56
03 249+2,3 21,9+0,7 11,5 0,55
04 16,8 +1,1 6,2+1,4 8,45 0,58

Bei der Auswahl der Serien wurde darauf geachtet, dass das breite Spektrum an
erhaltenen effektiven Diffusionskoeffizienten bei den Recovery-Messungen der
mikro-BLMs auf den pordsen Substraten mit einem Porendurchmessern von 7 um
berlicksichtigt wird. Die Recovery-Graphen der vier exemplarischen FRAP-Messungen,
die in Tabelle 4.4 aufgefiihrt sind, konnen Abb. 4.56 entnommen werden. Der aus der
FEM-Simulation fiir zwei Diffusionskoeffizienten erhaltene Kurvenverlauf wird an die
Kurvenanpassung nach Axelrod des Recovery-Graphen (Abb. 4.56 (A) bis (D), roter

Kurvenverlauf) der jeweiligen FRAP-Messung aus Abb. 4.56 angepasst.
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Abb. 4.56: Recovery-Graphen der FRAP-Messungen der in Tabelle 4.4 aufgefiihrten Serien. Die jeweilige Anpassung
nach dem Modell Axelrod, das als Grundlage der Simulation dient, ist als rote Linie in den einzelnen Recovery-Graphen
dargestellt. Die FRAP-Messungen wurden an mikro-BLMs aus DPhPC, dotiert mit 0,2 mol% BODIPY 500/510 HPC,
durchgefihrt. (Substrat: poréses Silizium mit 7 um Porendurchmesser, Funktionalisierung: DPPTE; 0,5 M KCI) Fiir die
jeweiligen Graphen ist der effektive Diffusionskoeffizient D angegeben. (A) Serie 01 mit D& = (19,9 + 0,6) um? st (B)
Serie 02 mit Dy = (17,8 + 2,2) um? st (C) Serie 03 mit D = (21,9 + 0,7) um? st (D) Serie 04 mit
Det = (6,2 + 1,4) pm?s™.

Um in der Simulation ein moéglichst genaues Abbild des Experimentes zu erhalten, ist die
Betrachtung der Lage des Bleichfleckes beziiglich der Gitterstruktur des pordsen
Substrates wichtig. Im Experiment wird die Fluoreszenz des Fluorophors in der Membran
auf den Stegen durch das sich darauf befindliche Gold geldscht. Die Information zum
Wiederanstieg in der Fluoreszenzintensitat ist im Bereich der Stege somit nicht gegeben.
Lediglich das Recovery der Fluoreszenz der mikro-BLMs wird bei den Messungen
beobachtet Im Experiment, wie auch in der Simulation, existieren zwei mogliche Falle

beziliglich der Fluoreszenzléschung auf den Stegbereichen. Im Experiment ist dies
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abhangig von der Fokussierung auf der Probe. Je nach Fokussierung sind die Poren als
Rechteck oder als Rechteck mit abgerundeten Ecken zu erkennen. In der Simulation
wurden diese beiden Falle nachgebildet, indem zwischen einer Fluoreszenzléschung der
Stege (Rechtecke) und einer Fluoreszenzloschung der Stege und des Randbereichs der

Stege (Rechtecke mit abgerundeten Ecken) unterschieden wurde.

In Abb. 4.57 sind die Fluoreszenzaufnahmen zum Zeitpunkt t = 0 s nach dem Bleichpuls
der in Tabelle 4.4 aufgefiihrten Serien im Vergleich zu dem in der Simulation gewahlten
Ausgangspunkt dargestellt. Es wurde hier darauf geachtet, dass moglichst gleiche
Anfangsbedingungen zwischen Experiment und Simulation Im Bezug auf die Lage und
GroRe des Bleichfleckes im Probengitter gewdhlt wurden. Die Parameter der
BleichfleckgréBe und Bleichtiefe wurden durch das vorherige Angleichen der
theoretischen und experimentellen GaulRkurve bestimmt. Die Lage des Bleichfleckes im
Gitter wurde manuell festgelegt. Ebenso wurde auch die Fokussierung des
Fluoreszenzmikroskops in den einzelnen Serien berlcksichtigt und zwischen den beiden
oben fir die Fluoreszenzléschung geschilderten Optionen unterschieden. Abb. 4.57 (A)
beschreibt die Serie 01 und reprasentiert den Fall eines Bleichfleckes, der eine hohe
Halbwertsbreite in der GauBkurve aufweist. Des Weiteren ist die Fluoreszenz auf den
Stegen und den Stegrandern von der Fluoreszenzléschung betroffen, da im Experiment
aufgrund der Fokussierung die Rechtecke abgerundet sind. Serie 02 ist in Abb. 4.57 (B)
zu sehen. Der Bleichfleck ist von einer geringeren Halbwertsbreite als in Serie 01
bestimmt. Er bedeckt nur knapp zwei Poren und der Mittelpunkt der GauRkurve
befindet sich sehr wahrscheinlich nahe dem Stegbereich. Hier liegt ebenfalls eine
Fluoreszenzléschung auf den Stegen und den Stegrandern vor. Bei Serie 03 in
Abb. 4.57 (C) ist keine Fluoreszenzléschung der Stegrander gegeben. Der Bleichfleck
bedeckt sowohl in der realen Fluoreszenzaufnahme als auch in der Simulation
gleichmaRig vier Poren. Der Mittelpunkt der GauBkurve befindet sich somit genau auf
dem Stegbereich. Serie 04 in Abbildung Abb. 4.57 (D) ist in etwa gleich der in Abbildung
Abb. 4.57 (C). Jedoch liegt hier eine geringere Bleichtiefe vor und das GauBprofil ist
somit schwacher ausgepragt. Hier sind ebenfalls die Stege und Stegbereiche von der

Fluoreszenzldschung des Fluorophors betroffen.
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Abb. 4.57: Anpassung der Lage des Bleichfleckes und der Fluoreszenzloschung auf den Stegbereichen in der
Simulation an die reale Messung. Links ist die Vorgabe der Simulation beziglich der Lage und Breite des Bleichfleckes
gegeben. Der Bleichfleck ist als blauer Kreis in den Bildern der Simulation dargestellt. Rechts ist die erste
Fluoreszenzaufnahme nach dem Bleichen der simulierten FRAP-Messungen gezeigt. Der weile Kreis markiert den
Bleichfleck in den Fluoreszenzaufnahmen. Die Werte fir die zu den Serien gehorigen Halbwertsbreiten sind Tabelle
4.4 zu entnehmen. (A) Serie 01: Die Halbwertsbreite des GauRformigen Bleichfleckes ist sehr breit und daher ist der
Bleichfleck tiber einen groRBeren Bereich im Array der Simulation definiert. Hier wurde eine Fluoreszenzléschung auf
den Stegen mit den Stegrandern angenommen. (B) Serie 02: Die Halbwertsbreite des GauRférmigen Bleichfleckes ist
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kleiner als bei (A). Der Mittelpunkt des Bleichfleckes liegt zwischen zwei Poren und dem Stegbereich. Hier wurde
ebenfalls eine Fluoreszenzloschung der Stege und der Stegrander vorausgesetzt. (C) Serie 03: Der Bleichfleck, wie aus
der realen Messung ersichtlich, ist auf vier Poren gleichmaRig verteilt. Hier liegt nur eine Fluoreszenzldschung auf den
Stegen vor. (D) Serie 04: Die Halbwertsbreite ist geringer als in (C). Die Bleichtiefe ist weniger stark ausgepragt. Hier
liegt bei einem Vergleich mit der realen Messung rechts eine Fluoreszenzloschung auf den Stegen und Stegrandern
vor.

In der Simulation wurde durch die GauBkurve eine bestimmte Bleichtiefe vorgegeben.
Diese Bleichtiefe war gleichzeitig der Startpunkt der Recovery-Kurve. Bei der Auswertung
der Experimente wurde die Bleichtiefe im normierten Recovery-Graphen und der
spateren Kurvenanpassung nach dem Modell von Axelrod nicht beriicksichtigt. Die Kurve
aus der Simulation war daher gegenliber der aus dem Experiment gestaucht. Damit die
Kurvenverlaufe aus der Simulation und dem Experiment miteinander verglichen werden
konnten, wurden die Simulationskurven mit einem Streckungsfaktor multipliziert. Des
Weiteren wurde die Kurvenanpassung aus den FRAP-Messungen und die

Simulationskurve mit ihrem ersten Datenpunkt auf den Nullpunkt im Graphen gesetzt.

Anhand von Serie 01 soll erlautert werden, welche Variationsmaoglichkeiten in den
jeweiligen Simulationen betrachtet werden konnen, um eine moglichst gute
Ubereinstimmung der Simulation mit der Datenanpassung aus den FRAP-Messungen zu
erhalten. Zundchst wurde der Diffusionskoeffizient im Porenbereich Dpore mit 20 um? st
konstant gehalten. Lediglich der Diffusionskoeffizient auf dem Stegbereich Dsis wurde
variiert. Der ROl mit einem Radius von 1 um im Bezug auf den Bleichfleck wurde, wie in
der Auswertung der FRAP-Messung, zentral auf eine gebleichte Pore des gesamten

Bleichflecks positioniert (vgl. Abb. 4.58).
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Abb. 4.58: Skizze des Probengitters bezliglich der Lage des ROl in der Simulation bei Serie 01.
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a) Variation des Diffusionskoeffizienten Dste; auf dem Stegbereich:

Die Simulationskurven bei konstantem Dpoe und variiertem Dseg aus der
Finiten-Elemente Methode sind in Abb. 4.59 dargestellt. Die Datenanpassung aus
Serie 01 ist als gestrichelte Kurve gekennzeichnet Eine gute Ubereinstimmung zwischen
Messung und Simulation ist bei SIM 04 (Abb. 4.59, blauer Kurvenverlauf) gegeben. Hier
betragt der Diffusionskoeffizient auf den Stegen Dsteg = 5 pm? s, Anhand des Verlaufs
der Simulationskurven ist zu erkennen, dass Ds.e; den unteren Bereich des
Kurvenverlaufs malgeblich beeinflusst. In der Kurve SIM 01 (grau) betragt
Dsieg = 0,14 umzs'l. Diese Simulationskurve hat nach wenigen Sekunden des
Wiederanstiegs der Fluoreszenzintensitdat einen Knick und verldauft danach fast linear
nach oben, ohne eine Sattigung zu erreichen. Erst bei einer Erhohung des
Diffusionskoeffizienten auf den Stegen ist eine bessere Kurvenanpassung der Simulation

an die vorgegebene Datenanpassung zu erkennen.
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Abb. 4.59: Recovery-Kurven aus der FEM-Simulation fiir Serie 01. Der Diffusionskoeffizient Dg, auf dem Stegbereich
wird variiert, der im Bereich der Poren (Dp,) wird konstant gehalten. Die Werte fiir Dy, sind im Graphen fiir die
einzelnen Simulationen angegeben. Eine gute Ubereinstimmung mit dem Experiment (---) ergab die Simulation Sim04
(blau) mit den Diffusionskoeffizienten D pgre = 20 um?s ™ und Dsteg = 5 pm? st
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b) Variation des Diffusionskoeffizienten Dpo.e Uber den Poren:

Im Folgenden wurde der Diffusionskoeffizient auf den Stegen konstant bei 1 pm?2s*
gehalten, um den Einfluss des Diffusionskoeffizienten auf den Poren zu simulieren
(Abb. 4.60). Aus dem Vergleich der Simulationskurven SIM 12 (Abb. 4.60, violett,
Dpore = 5 pm?s™) und SIM 11 (Abb. 4.60, blau, Deore = 30 pm? %) ist zu entnehmen, dass
der Diffusionskoeffizient im Porenbereich erst im spateren zeitlichen Verlauf der
Recovery-Kurve zum Tragen kommt. Er beeinflusst somit den Sattigungsbereich der
Recovery-Kurve. Der zeitliche Verlauf in der Kurve direkt nach dem Bleichen wird nur

schwach von ihm beeinflusst.
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Abb. 4.60: Recovery-Kurven aus der FEM-Simulation fir Serie 01. Bei den Simulationskurven SIM 02 und SIM 09 bis
SIM 12 wird der Diffusionskoeffizient Dsig konstant bei 1 um? st gehalten, um den Einfluss des Koeffizienten Dpge
genauer zu untersuchen. Bei den Simulationskurven SIM 13 und SIM 14 wird der Koeffizient Dp,.. konstant bei
15 um? st gehalten, wohingegen Dp,.. variiert wird, um den Einfluss dieses Koeffizienten zu verdeutlichen. Die
Datenanpassung aus dem Experiment der Serie 01 ist als (---) im Graphen zu finden.

Zur Verdeutlichung dieses Zusammenspiels der beiden Diffusionskoeffizienten wurde bei
SIM 13 und SIM 14 der Diffusionskoeffizient Uber den Poren konstant bei
Dpore = 15 um? s™* gehalten. Der Diffusionskoeffizient auf den Stegen wurde variiert. Bei
SIM 13 (orange) betrug der Diffusionskoeffizient auf den Stegen Dsieg = 5 um? s und bei
SIM 14 (grau) Dsteg = 6 pm? s, Die Simulationskurven stimmen mit dem Verlauf der

Kurvenanpassung nach Axelrod gut Uberein. Der spatere zeitliche Verlauf der
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Simulationskurven geht wie bei der Datenanpassung aus dem Experiment, im Gegensatz
zu der bei SIM 11 (Abb. 4.60, blau, Dpore = 15 pm?s™ und Dsteg = 1 pm? s%), in die

Sattigung lber.

c) Variation der Position des ROls:

Um den Einfluss der Position des ROIs auf dem Probenarray in Bezug auf den Recovery
zu ermitteln, wurden verschiedene Positionen des ROIs definiert und entsprechende
Recovery-Kurven simuliert. Die Simulationskurven wurden diesmal nicht in Relation zur
Kurvenanpassung aus dem Experiment gesetzt (Abb. 4.62). Aus den beiden
Simulationskurven SIM 04 und SIM 15 in Abb. 4.62 ist ersichtlich, dass die Lage des ROIs
im Bleichfleck auf den pordsen Strukturen den Verlauf der Recovery-Kurve nicht
malgeblich beeinflusst, solange der ROI so gesetzt ist, dass geniigend Information vom
Wiederanstieg des Fluoreszenzsignals detektiert werden kann. Beide Simulationskurven
sind nahezu identisch. Die Simulationskurve SIM 04 (hellblau) spiegelt das
Recovery-Verhalten wieder, bei dem der ROl in der Mitte einer Pore platziert wurde

(Abb. 4.61 (A)). SIM 15 (schwarz) zeigt die Simulationskurve, bei der der ROl auf dem

EEEEEEER
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Abb. 4.61: Skizze des Probengitters zur Definition der Lage des ROIs im Gitter. (A) Lage des ROl bei SIM 04 (B) Lage des
ROI bei SIM 15.
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Abb. 4.62: Vergleich von zwei simulierten Recovery-Kurven. Bei SIM04 (blau) wurde der ROI auf den Porenbereich
gesetzt; bei SIM 15 (schwarz) befindet sich der Mittelpunkt des ROl im Randbereich des Poren-/Stegbereichs. Die
Diffusionskoeffizienten sind definiert als: Dpgre = 20 pm? st und Dsteg = 5 um? st

Randbereich bei gleichbleibender GroRe (Abb. 4.61 (B)) positioniert wurde. Bei einem
Vergleich der beiden Kurvenverlaufe ist zu erkennen, dass der Kurvenverlauf von SIM 15
minimal unterhalb von dem der Simulation SIM 04 liegt. Bei der Lage des ROIs direkt auf
den Stegbereichen ist kein Signal zu detektieren, da hier eine Fluoreszenzl6schung

vorliegt.

d) Variation des ROI-Radius:

Ein weiterer Einfluss auf den Verlauf der Recovery-Kurve ist durch die GroRe des ROIs
gegeben; der ROl beschreibt den Anteil des Bleichfleckes, der zur Beobachtung des
Fluoreszenzwiederanstieges im gebleichten Bereich herangezogen wird. Hierflir wurden
die Diffusionskoeffizienten konstant bei Dsieg = 5 um? s und Dpore = 20 um? s gehalten.
Der Mittelpunkt des ROIs wurde ebenfalls konstant auf der Mitte einer Pore im

Bleichfleck definiert, wie es in Abb. 4.61 (A) dargestellt ist.
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Abb. 4.63: Mit Hilfe der FE-Methode simulierte Recovery-Kurven mit variierten ROI-GroBen. Die

Diffusionskoeffizienten im Steg- und Porenbereich wurden konstant bei: Dseg = 5 pm? st und Dpore = 20 pm? st
gehalten. Der Lage des ROl ist wie in Abb. 4.61 [A) gewahlt.

Die simulierten Kurvenverlaufe fir drei unterschiedliche ROI-GroRen (Radius: 1 um
(SIM04), 2 um (SIM16) und 3 um (SIM17)) (Abb. 4.63) zeigen keinen signifikanten
Unterschied. Bei weiterer Erh6hung des ROI-Radius Uber die GrolRe des Bleichfleckes ist
in der Simulation ein Wiederanstieg der Fluoreszenz nicht gegeben. Die Bereiche der
ungebleichten Probenstellen und die nicht fluoreszierenden Stegbereiche wirken sich
storend auf die Beobachtung des Recoverys aus. Der Recovery ist somit auf einen
bestimmten Punkt beschrankt, in dem sich der Bleichfleck befindet und geniigend

Information des Fluoreszenzsignals beim Recovery detektiert werden kann.

Fir die Serie 02 - Serie 04 wurde die FEM-Simulation analog zu der der Serie 01
durchgefiihrt. Daher werden im Folgenden fiir die einzelnen Serien nur noch die
Ergebnisse dargestellt, die eine gute Ubereinstimmung mit der Datenanpassung aus dem

Experiment lieferten.
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Abb. 4.64: Skizze zur Beschreibung der Lage des ROl im Bleichfleck bei Serie 02. Der ROI ist mit einem roten Kreis
markiert.
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Abb. 4.65 Recovery-Kurven aus der FEM-Simulation fiir Serie 02 (--). Die beste Ubereinstimmung zwischen Simulation
und FRAP-Messung ergeben SIM 20 (rot, Dseq = 2 um? s und Dpre = 20 pm? s™*) und SIM 21 (griin, Dsteg = 2 pm? s und
DPore =25 Hmz S-l)-

In Serie 02 ist die Halbwertsbreite des GauBprofils im Gegensatz zu der in Serie 01
geringer; das heiRt, dass der Bleichfleck auf einen wesentlich kleineren Bereich
beschrankt ist. Der ROl wurde hier in den Mittelpunkt der am starksten gebleichten Pore
gesetzt (Abb. 4.64). Der Radius des ROIs betragt 1 um. Die Simulationskurven und die
zugehorige Datenanpassung aus dem Experiment sind in Abb. 4.65 gezeigt. Die besten
Simulationswerte fiir beide Diffusionskoeffizienten lieferten die Kurvenverlaufe SIM 20

(rot) und SIM 21 (griin). Bei SIM 20 wurden die beiden Diffusionskoeffizienten gesetzt
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als: Dsieg = 2 pm? st und Dpore = 20 um? s, In der Simulationskurve SIM 21 wurden die

Diffusionskoeffizienten angenommen als: Dsieg = 2 pm? st und Dpore = 25 um?s™.

Weiterhin wurde versucht, eine méoglichst gute Ubereinstimmung zwischen der
Simulation und dem Experiment fiir die in Abb. 4.56 dargestellte Datenanpassung der
Serie 03 zu generieren. Bei Serie 03 ist der Bleichfleck gleichmaRig auf vier Poren
verteilt. Der Mittelpunkt des Bleichfleckes befindet sich direkt auf dem Stegbereich. Der
ROI kann somit nicht auf den Mittelpunkt des Bleichfleckes gesetzt werden, da sonst
keine Information der Fluoreszenzwiederherstellung detektiert werden kann. Daher
wurde der ROI auf den Mittelpunkt einer der gebleichten vier Poren gesetzt (Abb. 4.66).

Der ROI-Radius betrug, wie auch bei Serie 02, 1 um.
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Abb. 4.66: Skizze zur Beschreibung der Lage des ROl im Bleichfleck bei Serie 03. Der ROI ist mit einem roten Kreis
markiert.
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Abb. 4.67: Recovery-Kurven aus der FEM-Simulation fiir Serie 03 (--). Die beste Ubereinstimmung zwischen
Simulation und FRAP-Messung ergeben SIM 35 (rot, Dsies = 2 pm? st und Dpore = 20 pm? s’l) und SIM 36 (grin,
Dsteg = 1,5um? s und Dpgre = 20 pm? s™).

Die Simulationskurven zur zugehoérigen Datenanpassung der Messung sind in Abb. 4.67
dargestellt. Die Kurvenverlaufe SIM 35 (Abb. 4.67, rote Kurve) und Sim 36 (Abb. 4.67,
griine Kurve) liefern die beste Ubereinstimmung mit der Kurvenanpassung der
FRAP-Messung. Die beiden Diffusionskoeffizienten fir SIM 35 sind definiert als:
Dsteg = 2 um? s und Dpore = 20 um? s, Fiir SIM 36 betragen sie Dsieg = 1,5 um?s™ und
Dpore = 20 pm? s, Eine exakte Ubereinstimmung ist hier jedoch nicht gegeben, da der
eigentliche Mittelpunkt des Bleichfleckes und somit der ROI ebenfalls direkt auf den
Stegen liegen miisste. Der ROI wurde jedoch, wie gezeigt, auf eine der vier gebleichten
Poren gesetzt. So ist eine genaue Ubereinstimmung vor allem im mittleren Bereich des

Kurvenverlaufs in der Simulation nicht gegeben.

Fiir die letzte der ausgewdahlten Serien, Serie 04, wurde ebenfalls eine moglichst gute
Ubereinstimmung zwischen Simulationskurve und Kurvenanpassung aus dem
Experiment angestrebt. Bei dieser Serie war die Lage des Bleichfleckes, dahnlich der

vorherigen Serie 03, Uber vier Poren gleichmaRig verteilt. Allerdings waren die
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Bleichtiefe und die Halbwertsbreite der Gaulkurve geringer. Daher wurde der ROI,
dhnlich dem der Serie 03, auf den Mittelpunkt einer der vier gebleichten Poren gesetzt.

Der Radius des ROI betrug ebenfalls 1 um.
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Abb. 4.68: Recovery-Kurven aus der FEM-Simulation fiir Serie 04 (----). Die beste Ubereinstimmung zwischen

Simulation und FRAP-Messung lieferte SIM 61 (roter Kurvenverlauf, Dsieq = 1 um? s und Dpore = 20 um? 571).

In Abb. 4.68 sind die Simulationskurven zur Datenanpassung nach dem Modell von
Axelrod der Serie 04 dargestellt. Die beste Ubereinstimmung der Simulation zur
Messung liefert SIM 61 (Abb. 4.68, roter Kurvenverlauf) mit den Werten fir die
Diffusionskoeffizienten Dsteg = 1 pm? st und Dpgre = 20 pm? s°*. Hier konnte jedoch keine
exakte Ubereinstimmung im vorderen Bereich des Kurvenverlaufes erzielt werden, das
darauf zuriickzufihren ist, dass der Mittelpunkt des ROI nicht vollstandig mit dem des

Bleichfleckes in Ubereinstimmung gebracht werden konnte.

Tabelle 4.5 fasst noch einmal die Werte zusammen, die am besten mit der Messung
Ubereinstimmen und sich aus den Simulationen fiir die beiden Diffusionskoeffizienten
auf dem Stegbereich und liber den Poren fiir die effektive Diffusionskoeffizienten der

urspringlich hier gezeigten FRAP-Messungen ergeben.
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Tabelle 4.5: Zusammenfassung der besten Simulationswerte fir Dg,; und Dpo. im Bezug auf den effektiven
Diffusionskoeffizienten D¢ der hier zur FEM-Simulation herangezogenen FRAP-Messungen.

Serie Dett / pm*s™ Dsteg / UM* s Dpore / pm’ s™
01 (19,9+0,6) 5 20
02 (17,8+2,2) 2 20
2 25
03 (21,9 0,7) 2 20
1,5 20
04 (6,2 +1,4) 1 20

Aus den durchgefiihrten Simulationen und der Auswahl der Ergebnisse der
Simulationen, die hier in der Arbeit gezeigt wurden, kann geschlussfolgert werden, dass
der effektive Diffusionskoeffizient gut durch die beiden Diffusionskoeffizienten fiir den
Steg- und Porenbereich beschrieben werden kann. Hierbei liegt der Diffusionskoeffizient
flir den Stegbereich hoher als in der Literatur fiir die laterale Diffusion auf DPPTE
funktionalisierten Oberflachen beschrieben wird. Er betrdgt je nach Lage, GroRRe und
Bleichtiefe des Bleichfleckes und des Ausdiinnzustandes der mikro-BLM zwischen
0,5 um?s™ und 5 um?s™. Dieser Wertebereich fiir die Diffusionsgeschwindigkeiten auf
den Stegen kann unter anderem dem Losungsmitteleinfluss auf die mikro-BLMs
zugeschrieben werden. Fir den Diffusionskoeffizienten der mikro-BLMs Uber den Poren
ergibt sich ein Wertebereich von 10 um? s bis 30 um? st der gut mit den Werten einer

klassischen BLM in Ubereinstimmung gebracht werden kann.






5 DISKUSSION

5.1 Stabilititsmessungen an mikro-BLMs mittels der Impedanz-

spektroskopie und Fluoreszenzmikroskopie

Die mikro-BLMs sind ein neuartiges Modellsystem fiir biologische Membranen. Daher
wurden im Rahmen dieser Arbeit die physikalischen Eigenschaften von
poreniiberspannenden Membransystemen auf pordsen Siliziumsubstraten mit
Porendurchmessern im Mikrometerbereich hinsichtlich der Langzeitstabilitat und der
elektrischen Eigenschaften mittels Impedanzspektroskopie als integrale Methode
untersucht. Die Prdparation der mikro-BLMs, bestehend aus dem Lipid
1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPhPC), erfolgte (iber die Painting-
Technik, die mit der Miller-Rudin-Methode * zur Herstellung von klassischen black lipid
membranes (BLM) verglichen werden kann. Das porose Siliziumsubstrat wurde vor der
Praparation der poreniiberspannenden Membranen mit Gold beschichtet und mit dem
thioltragenden Phospholipid 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol 1,2-

49, 110, 111 .
. Die

Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol (DPPTE) funktionalisiert
Fluoreszenzmikroskopie wurde herangezogen, um visuell die beobachtete zeitliche
Verdanderung des Membranwiderstands, die in der Impedanzspektroskopie detektiert

wurde, auf der Probe lokal zu ergriinden.

Untersuchung der Langzeitstabilitdt von mikro-BLMs auf pordsem Siliziumsubstrat mit

7 um Porendurchmesser mittels Impedanzspektroskopie

Die impedanzspektroskopischen Messungen erfolgten an pordsen Siliziumsubstraten mit
einem Porendurchmesser von 7 um. Nach Bildung der Membran betragt der
Membranwiderstand mehr als 3GQ. Vom Impedanzgerdat kann dieser Wert im

beobachten Frequenzbereich von 107 bis 10°Hz nicht detektiert werden. Die
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Kurvenanpassung fir das Impedanzspektrum wird daher mit einer einfachen
Serienschaltung, bestehend aus dem Ohmschen Elektrolytwiderstand und der
Membrankapazitat durchgefihrt (Abb. 4.1 (A)) 112 Das liefert unter der Einbeziehung
der gesamten betrachteten pordsen Fliche von 53 % bei den Siliziumsubstraten mit
7 um Porendurchmesser eine spezifische Membrankapazitdt von G, = 0,7 uF cm?, die
gut mit den Werten aus friheren Arbeiten fir mikro-BLMs, bestehend aus DPhPC,

113

Ubereinstimmt . Die Pordsitat der Flache wurde aus elektronenmikroskopischen

Aufnahmen der porésen Substrate ermittelt.

Die spezifische Membrankapazitat der mikro-BLMs liegt in dem in der Literatur fir

2 114 Dje Variationsbreite

klassische BLMs angegebenen Bereich von 0,4 bis 0,8 uF cm
der Membrankapazitaiten bei den klassischen BLMs kann mit unterschiedlichen
Praparationstechniken erklart werden. Es sind zwei Arten der BLM-Herstellung zu
unterscheiden, zum einen die I6sungsmittelfreie Praparation nach Montal-Miiller *° und
zum anderen die Miiller-Rudin-Technik > bei der die Praparation der BLM Uber ein Lipid-
Losungsmittel-Gemisch erfolgt. Bei einer ,Miller-Rudin“-BLM befinden sich nach
Membranbildung immer noch Reste des verwendeten Losungsmittels im System. Die
Losungsmittelmolekiile lagern sich zwischen den Fettsaureketten ein und fihren zu
einer grolReren Membrandicke. Diese Losungsmittelreste tragen somit bei der

Impedanzspektroskopie zu einem hdheren Wert der spezifischen Membrankapazitat

bei M.

Da es sich bei den untersuchten poreniliberspannenden Membranen um
l6sungsmittelhaltige  mikro-BLMs handelt, ist der Wert der spezifischen
Membrankapazitdt von C,, = 0,7 uF cm™? im oberen Bereich der klassischen BLMs zu
finden. Diese gute Ubereinstimmung der Werte fiir die Membrankapazitit der
mikro-BLMs und der klassischen BLMs liegt daran, dass bei beiden System die Poren mit
einer Lipiddoppelschicht belegt sind. Diese Lipiddoppelschicht weist sowohl bei den
klassischen BLMs als auch bei den hier untersuchten mikro-BLMs eine gute
Isolatoreigenschaft auf. Das ist auch anhand der Héhe des Membranwiderstands der
mikro-BLMs zu sehen, der Gber 3 GQ liegt. Bei einer klassischen BLM liegt dieser etwa im
Bereich von 10 GQ > ™° Bej den Systemen der mikro-BLMs kann bei den Werten im

Gigaohmbereich des Membranwiderstands ausgegangen werden, dass sie elektrisch
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dicht sind. Der niedrigere Wert des Membranwiderstandes im Vergleich zu dem der
klassischen BLMs ist auf den Unterschied der GroBe der (iberspannten Poren,
Losungsmitteleffekte und die Oberflachenstruktur der pordsen Siliziumsubstrate

zurtckzufihren.

Mit der Zeit sinkt der Membranwiderstand der poreniberspannenden Membranen und
kann vom verwendeten Impedanzgerat detektiert werden. Die Kurvenanpassung des
Impedanzspektrums wird mit einem Ersatzschaltkreis bestehend aus einer
Parallelschaltung aus Membranwiderstand R,, und Membrankapazitat C,, die sich in
Reihe zum Ohmschen Elektrolytwiderstand R befindet (Abb. 4.1 (B)), durchgefiihrt.
Nach 2,2 h ergibt sich fiir den Membranwiderstand ein Wert von 2,7 GQ. Die spezifische
Membrankapazitit steigt auf 1,0 uF cm™. Der Effekt der Erhéhung der spezifischen
Membrankapazitdt konnte bei Messungen zum induzierten Reillen an negativ und und
zwitterionisch geladenen BLMs aus den Lipiden DPhPC, 1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-
phosphoserin (DPhPS), 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-phosphatidylcholin (POPC) und

I. 17 ebenfalls

1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoserin (POPS) von Diederich et a
beobachtet werden. Sie verwendeten hierbei die Elektroporationsmethode und
erreichten dadurch eine gezielte Zerstérung einer BLM, die sich Gber eine 1 mm grolie
Apertur spannte. Demnach wird davon ausgegangen, dass die Erhohung der spezifischen
Membrankapazitdit mit dem ReiBen der mikro-BLMs Uber einzelne Poren einhergeht.
Der Membranwiderstand sinkt hingegen mit der Zeit. Dies wurde auch von Rémer und
Steinem an nano-BLMs mit einem Porendurchmesser von 280 nm auf porésem

®  Fir den Abfall des

Aluminiumoxid impedanzspektroskopisch beobachtet
Membranwiderstands wurde die Vermutung aufgestellt, dass dies die Folge eines
individuellen ReiRens von einzelnen nano-BLMs ist. Das mogliche ReiRen der mikro-
BLMs kann wie auch bei den klassischen BLMs Uiber die laterale Spannung erklart
werden. So wurde bei den klassischen BLMs beobachtet, dass bei zu kleiner Spannung
hohe Fluktuation in diesem System auftreten und bei zu hoher Spannung die BLM

118

plotzlich reilt ~**. Die elastischen Eigenschaften einer klassischen BLM wurden in den

Arbeiten von Ovalle-Garcia und Ortega-Blake anhand atomic force microscope (AFM)

119

Messungen untersucht “~”. Die BLM aus L-0-Phosphatidylcholine wurde Uber ein Loch

mit 15 pm Durchmesser gespannt. Uber die AFM-Messungen konnte zum einen eine
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BLM abgebildet werden und zum anderen war durch Erhéhung der Normalkraft ein
induziertes Reilen der BLM moglich. Die bei diesen Untersuchungen der elastischen

Eigenschaften einer BLM ermittelten Elastizititskonstante betrug (1,9 +0,2) mN m™.

8,3 h nach Membranbildung tiber den Poren befindet sich der Membranwiderstand im
MQ-Bereich. Die Isolatoreigenschaften der Membran Uber den Poren haben sich weiter
verringert. Das bedeutet eine Veranderung der Oberflichenbedeckung des pordsen
Substrates mit der Zeit, die in der Impedanzspektroskopie detektiert werden kann. Die
Oberflaiche wird inhomogener und daher liefert die Kurvenanpassung der
Impedanzdaten mit dem Ersatzschaltbild aus Abb. 4.1 (B) keine gute Ubereinstimmung
mehr. Der ideale Kondensator wird daher im Ersatzschaltbild durch ein constant phase
element (CPE) ersetzt (Abb. 4.1 (C)). Ein solches CPE-Element beschreibt ein verzweigtes
Netzwerk von Kapazitaten und Ohmschen Widerstanden 70120 pje Definition des CPE-
Elements ist Gleichung (3.3) zu entnehmen. Der darin enthaltene Parameter a
beschreibt die Abweichung vom idealen Verhalten eines Kondensators und liegt

68,121 o konnte aus der

zwischen Null und Eins. Bei Eins liegt ein idealer Kondensator vor
Datenanpassung zu 0,92 bestimmt werden, was noch sehr nahe am Verhalten eines
idealen Kondensators liegt. Allerdings ist daraus die Veranderung der Bedeckung der
Oberflache des pordsen Substrates zu erkennen. Diese Inhomogenitat der Oberflache

beruht auf einem moglichen ReiRen der mikro-BLMs Uber den Poren.

Ein adhnliches Verhalten im Abfall des Membranwiderstandes ist auch bei den
nano-BLMs, die sich Uber ein pordses Aluminiumsubstrat mit einem Porendurchmesser

von 280 nm spannen, in den Arbeiten von Rémer et al. zu beobachten *® *2

. Eine genaue
Betrachtung des Zeitfensters, in dem der Membranwiderstand nach Praparation der
Membran um eine GroRenordnung abgefallen ist, zeigt, dass die Membranen auf den
groRen Porendurchmessern im Mikrometerbereich im Gegensatz zu denen auf
Porendurchmessern mit 280 nm schneller reiRen. Hier ist zu schlussfolgern, dass, je
kleiner die Poren sind, desto stabiler ist das System auf den porésen Substraten. Bei
einer Abschatzung der Leitfdhigkeitsanderung bei dem ReiRen einer einzelnen
poreniiberspannenden Membran ergibt sich fur die mikro-BLMs Uber den 7 um Poren

eine Anderung von 102 Q" m™ und bei den nano-BLMs iiber den 280 nm Poren eine

Anderung von 102 Q™ m™. Hieran ist zu erkennen, dass das Reillen einer einzelnen
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nano-BLM beziiglich der Leitfahigkeit keine so groRe Anderung fiir das Gesamtsystem
mit sich bringt, wie das Reillen einer einzelnen mikro-BLM, was sich auch in der
Impedanzmessung zeigt. Bei BLMs auf einer porésen Flache mit 1um
Porendurchmesser, die Uber Micropatterning hergestellt wurden, konnte nach
Favero et al. eine Langzeitstabilidgt von bis zu drei Tagen nachgewiesen werden “
Kleinere Poren sind demnach einen bessere Ausgangsposition fiir hochohmige und tber
einen langeren Zeitraum stabile Membranen. Dies ist ein Vorteil gegeniber klassischen

BLMs, bei denen eine Stabilitat aus der Literatur von etwa 50 h angegeben werden

kann %2,

Bei poreniberspannenden Membranen auf pordsen Siliziumsubstraten mit einer
Oktadekanthiol (ODT) -Funktionalisierung anstelle einer DPPTE-Funktionalisierung

3 per anfingliche Membranwiderstand liegt

wurden adhnliche Ergebnisse erhalten
ebenfalls im Gigaohm Bereich und sinkt mit der Zeit ab. Als mittlere spezifische

Membrankapazitat der mikro-BLMs konnte ein Wert von 1,0 uF cm? ermittelt werden.

In den impedanzspektroskopischen Messungen wurde nach 8,3 h die Datenanpassung
mit einem Ersatzschaltkreis, der ein CPE anstelle eines Kondensators beinhaltete,
durchgefiihrt. Die Datenanpassung mit dem Ersatzschaltbild mit einem Kondensator
brachte keine genaue Ubereinstimmung mehr. Als méglicher Grund wurden hier
Inhomogenitdaten der poreniiberspannenden Membranen angefiihrt. Der visuelle
Nachweis dieser in der Impedanz festgestellten Inhomogenitdt hinsichtlich der
Abweichung vom idealen Verhalten eines Kondensators erfolgt mittels
Fluoreszenzmikroskopie. Der ReiRprozess der mikro-BLMs, der fiir die Inhomogenitaten
in der Impedanz verantwortlich war, wurde fiir die pordsen Siliziumsubstrate mit einem
Porendurchmesser von 7 um und den porésen Substraten mit Porendurchmessern von
2 um aufgezeichnet Die kleinere Porengrofe mit 2um konnte in der
impedanzspektroskopischen Untersuchung nicht herangezogen werden, da die

Probengeometrie sich storend auf die Impedanzmessungen auswirkte.



148 DISKUSSION

Untersuchung der Langzeitstabilitdt von mikro-BLMs auf pordsem Siliziumsubstrat mit

7 um Porendurchmesser mittels Fluoreszenzmikroskopie

Wie in Kapitel 4.1 beschrieben, wurde das pordse Substrat mit Gold besputtert und mit
dem Thiolipid DPPTE funktionalisiert. Die darauf ausgediinnten mikro-BLMs waren fir
die fluoreszenzmikroskopischen Messungen mit 0,1 mol% Texas Red DHPE dotiert. Im
Fluoreszenzmikroskop ist eine rdumliche Trennung des Stegbereichs und
Porenbereiches, Uber den sich die mikro-BLMs spannen, moglich. Auf den
funktionalisierten Stegbereichen wird die Fluoreszenz des sich in der Lipidmonoschicht

123,124

befindlichen Fluorophors durch das Gold auf den Stegen geldscht . Daher erscheint

der Stegbereich in den Fluoreszenzaufnahmen schwarz (Abb. 5.1).

Abb. 5.1: Fluoreszenzaufnahme von mikro-BLMs auf porésem Siliziumsubstrat mit einem Porendurchmesser von
7 um. Die Fluoreszenz des TexasRed DHPE wird auf den mit Gold besputterten Stegen gel6scht. Poren, Gber denen
sich keine mikro-BLMs befinden, erscheinen ebenfalls schwarz. Der MaRstabsbalken im Bild entspricht 20 um.

In den fluoreszenzmikroskopischen Messungen (vgl. Abb. 4.4) konnte bereits nach einer
halben Stunde ein Reilen von einzelnen mikro-BLMs (iber den Poren festgestellt
werden. Anhand der im Ergebnisteil gezeigten Fluoreszenzbilder (Abb. 4.4) ist gut zu
erkennen, dass in der beobachteten Probenstelle die mikro-BLMs unabhadngig
voneinander gerissen sind. Jede mikro-BLM auf den pordsen Substraten kann als
einzelnes System betrachtet werden, mit dem ebenfalls einzeln gearbeitet werden kann.
Diese Eigenschaft der mikro-/nano-BLMs auf porésem Substraten machten sich auch

Bocker et al. in ihrer Arbeit an nano-BLMs auf porésem Silizium mittels scanning ion
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conductance microscopy (SICM) zu nutze, indem sie die poreniiberspannenden

Membranen einzeln manipulieren konnten **°.

Bei einem Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten T fir den zeitlichen Abfall des
Membranwiderstands, der aus der Pixelanalyse der fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen des zeitlichen ReiBverhaltens der mikro-BLMs erhalten wurde, ergibt sich
aus beiden Messmethoden ein dhnlicher Wert. Fiir die Geschwindigkeitskonstante T aus
dem zeitlichen Verlauf fiir die Membrankapazitiat und des Membranwiderstands ergibt
sich ein Wert von 2,9 bis 3,3 h’. Die Pixelanalyse der Fluoreszenzaufnahmen liefert eine
Geschwindigkeitskonstante T von 1,4 bis 4,2 h™. Die groRere Variationsbreite der Werte
der Geschwindigkeitskonstanten aus den fluoreszenzmikroskopischen Analysen
resultiert daraus, dass es sich hier nicht, wie bei der Impedanzspektroskopie um eine
integrale Messmethode handelt, bei der der gesamte Bereich der praparierten
mikro-BLMs Uber den Poren gemessen wird, sondern auf einen kleinen Bereich der
Probe beschrankt ist. Somit kann auch nur eine Aussage liber den beobachteten Bereich
getroffen werden. Das lasst sich auch aus der Pixelanalyse des ReiRverhaltens der
mikro-BLMs schlieBen. Basierend auf dieser Pixelanalyse (s. Abb. 4.5) ist ersichtlich, dass
nach den ersten drei Stunden etwa 70 % der mikro-BLMs gerissen sind. Bei einem
Vergleich dieses Ergebnisses mit denen der Impedanzmessungen (s. Abb 4.2), erscheint
der Anteil der mit mikro-BLMs bedeckten Poren in der Fluoreszenzmikroskopie zu
gering, um reprasentativ flir die gesamte praparierte Probenflaiche zu stehen. In der
Fluoreszenzmikroskopie waren auf der Probe stabile Bereiche festzustellen, auf denen
die mikro-BLMs flachendeckend vorhanden waren. Die beobachtete Flache in der
Fluoreszenzmikroskopie entspricht circa 3% der Flache bei den
impedanzspektroskopischen Untersuchungen. So konnten nach mehreren Stunden
Messzeit verschiedene Bedeckungszustiande der mikro-BLMs auf dem pordsen Substrat
beobachtet werden (vgl. Abb. 4.6). Es ist somit ein entscheidender Punkt, an welcher
Stelle der Probe in der Fluoreszenzmikroskopie das ReiRen der mikro-BLMs beobachtet
wird. Je nachdem verandert sich die Geschwindigkeitskonstante T mit der das Reiflen der
mikro-BLMs zeitlich beschrieben werden kann. Es konnte hier die Vermutung von Romer
und Steinem, dass der Abfall im Membranwiderstand bei den

impedanzspektroskopischen Messungen an nano-BLMs auf ein individuelles Reif’en der
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nano-BLMs zurilickzufihren ist 48, erstmals visuell anhand der fluoreszenz-

mikroskopischen Messungen nachgewiesen werden.

Die Abhangigkeit der Stabilitat der mikro-BLMs Uber den Poren von der
Funktionalisierung wurde ebenfalls ndher untersucht. Das Substrat wurde mit dem Thiol
ODT funktionalisiert. Zu beobachten war ein dhnlicher ReiBprozess, wie auf den mit
DPPTE funktionalisierten Substraten; jedoch lief dieser wesentlich schneller auf den mit
ODT funktionalisierten Substraten ab, als auf den mit DPPTE funktionalisierten. Ein
Grund fir dieses schnellere Reien der mikro-BLMs auf den ODT funktionalisierten
Substraten kénnte in der Struktur des ODT zu suchen sein. Gegenliber dem DPPTE weist

f 1% was dazu fihren kann, dass die einzelnen

das ODT eine groRere Rigiditat au
Membranen starker mechanisch miteinander gekoppelt sind. Das wirde das schnellere
Reilen der mikro-BLMs im beobachteten Gebiet in der Fluoreszenzmikroskopie erklaren.
Auch hier waren zum Ende des Experimentes Bereiche auf der Probe feststellbar, die
vergleichbar mit den DPPTE funktionalisierten Substraten fast vollstdndige Bedeckung

aufwiesen.

Untersuchung der Langzeitstabilitdt von mikro-BLMs auf pordésen Siliziumsubstraten

mit 2 um Porendurchmesser mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ermdoglichte es, pordses Siliziumsubstrat mit einer anders
gearteten Probengeometrie in die Untersuchung des ReiRverhaltens und der
Langzeitstabilitdt der mikro-BLMs mit einzubeziehen. Es war damit moglich, kleinere
Porengroflen zu verwenden, Uber die die mikro-BLMs gespannt wurden. Die
Probengeometrie  (vgl. Abb. 3.17 (B)) erwies sich allerdings  fir
impedanzspektroskopische  Untersuchungen ungeeignet. Die Pordsitat  der
Siliziumsubstrate mit 2um  Porendurchmesser  wurde aus  Elektronen-
mikroskopaufnahmen ermittelt und betrug 48 %. Sie war somit geringer als bei den
Substraten mit 7 um Porendurchmesser, hier lag die Porgsitat bei 53 %. Ebenso liegt bei
den pordésen Substraten mit 2 um Porendurchmesser bedingt durch die
Probengeometrie kein gleichmaliges Ausdinnverhalten vor, wie es bei den pordsen

Siliziumsubstraten mit 7 um Porendurchmesser und bei nano-BLMs mit einem
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Porendurchmessern von 60nm auf den pordsen Aluminaten  mittels

127 per

Impedanzspektroskopie in anderen Arbeiten gezeigt werden konnte
Ausdiinnprozess bei den nano-BLMs wurde (ber den Phasenwinkel nach dem
Aufbringen eines Lipid-Losungsmitteltropfens auf das pordse Aluminat bei einer
Frequenz von 10° Hz impedanzspektroskopisch verfolgt. Es war ein gleichmaRiges
langsames Abklingen des Phasenwinkels bei dieser Frequenz festzustellen das auf ein
erfolgreiches Ausdiinnen der nano-BLMs schlief3en ldsst. Da die pordsen Aluminate, wie
auch die porésen Siliziumsubstrate mit 7 um Porendurchmesser, eine durchgangige
porose Flache aufwiesen, war es dem  verwendeten Losungsmittel
n-Dekan moglich gleichmaRig wahrend des Ausdiinnens aus dem entstehenden
Membransystem in kiirzester Zeit herauszudiffundieren. Bei den pordsen
Siliziumsubstraten mit 2 um Porendurchmesser jedoch konnte beobachtet werden, dass
sich ein Losungsmittel-Lipid-Fluorophor-Gemisch an den Ubergangsbereichen der
porésen Flichen zu den Festkdrperbereichen ansammelte. Diese Ubergangsbereiche
konnten mit Barrieren gleichzusetzen sein, die eine gleichmaRige Membranbildung
behindern. Nissen et al. konnten zeigen, dass die Struktur einer Oberflache das
Spreitverhalten einer Membran mafigeblich beeinflusst 28 1nihren Experimenten wurde
das FlieBverhalten des Losungsmittels auf Substraten mit einer hochgeordneten und
einer ungeordneten Struktur der Oberflichen untersucht. Bei den ungeordneten
Strukturen konnte festgestellt werden, dass die Front des Losungsmittels im Gegensatz
zu den geordneten Strukturen nicht gleichmaRig verlief. Fiir den Fall der pordsen
Siliziumsubstrate mit einem Porendurchmesser von 2 um koénnte dies bedeuten, dass
eine gleichmalige Membranbildung in den Porenbereichen nicht gegeben ist, da die
Festkorperbereiche die pordse Bereiche unterbrechen und das Losungsmittel sich in

diesem Ubergang vom pordsen zum Festkdrperbereich ansammelt.

Das Losungsmittel-Lipid-Fluorophor-Gemisch wurde des Weiteren sehr stark von der
Warmeentwicklung durch die Beleuchtung der Probe beeinflusst und wies eine hohe
Mobilitdt auf den Substraten auf. So konnte anfanglich kein ReiBprozess auf den
Porenbereichen festgestellt werden. Diese thermisch bedingte Mobilitdt des
Losungsmittels ist vergleichbar mit dem in der Impedanzspektroskopie durch

Romer et al. festgestellte Verhalten des Membranwiderstands bei nano-BLMs auf
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porosen Aluminaten 8 Es wurde hier ein erneuter Anstieg des Membranwiderstands
nach zwischenzeitlich niedrigeren Werten beobachtet. Dieser Anstieg wurde dem
restlichen Losungsmittel in den nano-BLMs nach dem Ausdiinnen zugeschrieben und als
self healing gedeutet. Das heildt, dass bereits gerissene Poren durch Losungsmittelreste
in der Membran geschlossen werden kdnnen 8 Das self healing, das zur Bildung einer
neuen porenlberspannenden Membran fihrt, konnte bei den pordsen
Siliziumsubstraten durch die thermisch erhohte Beweglichkeit des Losungsmittels nach
Einschalten der Beleuchtungseinheit des Fluoreszenzmikroskops beobachtet werden. Da
jedes Einschalten der Lichtquelle die Bildung von neuen poreniiberspannenden
Membranen zur Folge hatte, waren ein Ausdiinnen und ein ReiRen der mikro-BLMs nicht

feststellbar.

Durch den Austausch der Quecksilberdampflampe, die sich direkt im Strahlengang des
Mikroskopes befand, gegen ein anderes Modell, bei dem das Anregungslicht Giber einen
Lichtleiter in den Strahlengang gekoppelt wurde, konnte das Aufheizen der Probe
reduziert werden. Ebenso wurde versucht bei der Praparation der
poreniiberspannenden Membranen moglichst wenig Losungsmittel auf die Probe zu
Ubertragen. Somit waren auch bei den Substraten mit kleinerem Porendurchmesser eine
Bildung der mikro-BLMs und ein spater beobachtbares Reilen moglich. Wie bei den
Substraten mit 7 um Porendurchmesser war auch hier nach der Messung ein
Unterschied in der Bedeckung der Poren mit mikro-BLMs abhangig von der Stelle auf der

Probe zu sehen.

Die Pixelanalyse der Fluoreszenzaufnahmen der mikro-BLMs auf dem pordsen
Siliziumsubstrat mit 2 um Porendurchmesser weist einen fast linearen zeitlichen Abfall in
der Bedeckung des pordsen Substrates mit den mikro-BLMs auf. Innerhalb der ersten
halben Stunde nach dem Ausdiinnen fallt die Bedeckung auf 79 % ab und sinkt weiter
nahezu linear, so dass nach 3,5h nach Messbeginn nur noch 2% der urspringlich
fluoreszierenden Poren mit einer mikro-BLM bedeckt sind. Bei den Substraten mit 7 um
Porendurchmesser konnte ein exponentieller zeitlicher Abfall ermittelt werden. Dieser
Unterschied in beiden zeitlichen Abfdllen kann mit einer unterschiedlichen Anzahl von
mikro-BLMs im beobachteten Bereich der Probe erklart werden. Bei den Substraten mit

kleineren Porendurchmessern zeigten die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen mehr
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bedeckte Poren als bei den Substraten mit Porendurchmessern von 7 um. Ebenfalls ist
die anders geartete Probengeometrie und Porenform bei den kleineren
Porendurchmessern zu berticksichtigen, die durchaus einen Einfluss auf die mikro-BLMs
austiben konnen, wie es schon beim oben beschriebenen Ausdiinnverhalten zu sehen
war. Bei den Messungen mit dem Fluoreszenzmikroskop ist das ReiRen der mikro-BLMs,
wie auch auf den Substraten mit einem Porendurchmesser von 7 um, auf den
beobachteten Bereich beschrankt. So fanden sich auch hier Bereiche mit einer hohen

Bedeckungsrate der Poren.

Die Ergebnisse des langsamen Abfalls des Membranwiderstands Uber die Zeit in der
Impedanzspektroskopie und der visuelle Nachweis des ReiBprozesses der mikro-BLMs
auf den pordsen Siliziumsubstraten (iber die Fluoreszenzmikroskopie bestatigen, dass
der ReilRprozess nicht alle Probenregionen gleichermalien betrifft. Die Langzeitstabilitat
der mikro-BLMs sowie der nano-BLMs ist von der PorengroBe und von der

Probengeometrie abhangig.
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5.2 Laterale Mobilititsmessungen an l6sungsmittelhaltigen mikro-

BLMs

Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)-Messungen an artiziellen
Membranen ermdoglichen es, die laterale Diffusion von Lipiden und integralen Proteinen
in einer zweidimensionalen planaren Lipiddoppelschicht zu ermitteln 8 Daher eignete
sich diese Messmethode, um die laterale Beweglichkeit der Lipide in den mikro-BLMs zu

charakterisieren.

Da das System der poreniliberspannenden Membranen im Zuge dieser Arbeit bezlglich
der lateralen Diffusion zum ersten Mal untersucht wurde, ist ein direkter Vergleich mit
Daten aus der Literatur nicht moglich. Ein System, das am ehesten hiermit im lateralen
Diffusionsverhalten und auch in der Praparationstechnik 3 verglichen werden kann, sind
die klassischen BLMs. Beide Membransysteme werden Uber die Painting-Technik
hergestellt. Im Zuge dieser Arbeit wurde daher zunachst an einer klassische BLM,
bestehend aus DPhPC, dotiert mit dem 0,2 mol% des Fluorophor BODIPY 500/510 HPC
FRAP-Messungen durchgefiihrt. Direkt nach dem Aufbringen der Lipid-Fluorophor-
Mischung, die in n-Dekan gel6st war, war zundchst eine FRAP-Messung an der
entstehenden BLM aufgrund einer hohen Mobilitdt nicht moglich. Der Bleichfleck
diffundierte infolge der Anwesenheit des n-Dekans aus dem Bereich des region of
interest (ROI) heraus. Ein Wiederanstieg der Fluoreszenzintensitat durch Lipiddiffusion in
der BLM konnte daher nicht beobachtet werden. Erst bei einer Wartezeit von 30 min bis
zu 1 h lag eine ausgediinnte BLM vor. Das heiRt, dass das zur Praparation verwendete
organische Losungsmittel aus dem Lipid-Losungsmitteltropfen in das wassrige Medium
und in den Randbereich des Loches, der sogenannten Plateau-Gibbs-Grenze
(vgl. Abb. 1.3) diffundiert ist und sich eine Lipiddoppelschicht tGiber das Loch im Substrat
spannte. Danach war es erst moglich FRAP-Messungen an diesem System
durchzufihren. Die Werte fir den Diffusionskoeffizienten lagen zwischen 18 und
54 um? s'. Diese hohe Variation der Werte kénnen dem Einfluss von
Losungsmittelresten in der BLM zugeschrieben werden. Die hohen Werte fir

Diffusionskoeffizienten sind durchaus fir eine BLM vertretbar. So ergab sich z. B. ein
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Wert von 32 um? s fir die laterale Diffusion von einer fluiden ,DPPC-BLM*“ oberhalb

der Phasenumwandlungstemperatur bei Fahey et al. **°.

Dass die gemessene hohe laterale Beweglichkeit in einer BLM dem restlichen
Losungsmittel zugeschrieben werden kann, ist ersichtlich aus einem Vergleich von
Diffusionskoeffizienten der I6sungsmittelhaltigen mit der |6sungsmittelfreien
Praparation. Sonnleitner et al. fihrte FRAP-Messungen an einer Miiller-Rudin-BLM
bestehend aus POPC und POPE (1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-phosphoethanolamin)
(Verhiltnis 3:7) durch *°. Sie erhielten einen Wert von (20,6 = 0,9) um2s™ fir den
Diffusionskoeffizienten der I6sungsmittelhaltigen BLM. Ladha et al. hingegen erhielten
fur den Diffusionskoeffizienten an einer I6sungmittelfreien Montal-Miller-BLM
bestehend aus POPC und DOPE (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin)

(Verhiltnis: 7:3) einen Diffusionskoeffizienten von (13,2 + 1,1) pm2s™* ***

. Der Vergleich
der Diffusionskoeffizienten der beiden unterschiedlich praparierten BLMs zeigt, dass die
Diffusionsgeschwindigkeit der Lipide bei den I6sungsmittelhaltigen BLMs hoher ist.
Dieser Unterschied kann auf die Anwesenheit von Losungsmittelresten zuriickgefiihrt
werden, welche die laterale Mobilitdt in einer BLM erhohen, da der hohere
Diffusionskoeffizient aufgrund der verwendeten Lipide eher bei der [6sungsmittelfreien
BLM zu erwarten ware. Bei der Montal-Miiller-BLM wurde eine Lipidmischung aus POPC
und DOPE verwendet. DOPE benoétigt in der BLM mehr Platz als POPE, da es bei beiden
Fettsdaureketten eine cis-Doppelbindung aufweist. Dieser erhéhte Platzbedarf fiihrt zu
einer hoheren Diffusionsgeschwindigkeit, da die van-der-Waals Krafte zwischen den
Lipiden weniger stark ausgebildet werden konnen, als bei einer dichter gepackten
Lipiddoppelschicht (vgl. Kapitel 1.3). Bei den in dieser Arbeit verwendeten BLMs aus
DPhPC liegt ebenfalls ein erhéhter Platzbedarf aufgrund der Methylseitengruppen in den
beiden Fettsdureketten vor. Allerdings wird auch bei den BLMs aus DPhPC die hohe
Mobilitdt, wie auch bei den Montal-Rudin-BLMs von Sonnleitner et al., durch das

restliche Lésungsmittel nach Membranbildung mitbestimmt.
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Laterale Mobilitatsmessungen an losungsmittelhaltigen mikro-BLMs auf pordosem

Siliziumsubstrat mit einem Porendurchmesser von 7 um

Bei den mikro-BLMs handelt es sich um BLMs, die sich tGber ein kleineres Loch auf einem
porosen Substrat spannen. Auf diesem pordsen Substrat befinden sich viele solcher
BLMs. Hinsichtlich des Messaufbaus fiir die FRAP-Messungen, war es nicht moglich, die
GrolRe des Laserspots auf eine mikro-BLM bestehend aus DPhPC zu fokussieren. Daher
wurden bei den FRAP-Messungen mehr als eine mikro-BLM gebleicht und trugen auch
somit zusammen zur Diffusionsgeschwindigkeit bei. Die PorengrofRe, Gber die sich die
mikro-BLMs spannten, betrug 7 um. Bei den FRAP-Messungen wurden ein aus
30 Messungen gemittelten Diffusionskoeffizienten von (15,7 + 4,6) um?s™ mit einem
immobilen  Anteil von (14+3)% erhalten. Bei einem Vergleich der

130, 131 ist ersichtlich, dass

Diffusionskoeffizienten aus den FRAP-Messungen an BLMs
dieser Wert geringer ist als der einer klassischen BLM. Demnach tragt noch ein zweiter
Faktor zur Diffusiongeschwindigkeit bei. Dieser ist auf den funktionalisierten
Stegbereichen des pordsen Substrates zu finden. Auf den Stegen bildet sich eine
Lipidmonoschicht auf der mit DPPTE funktionalisierten Oberflaiche aus. Diese
funktionalisierte Oberflache wirkt diffusionshemmend auf die Monoschicht und daher
verlangsamt sich die Diffusiongeschwindigkeit des gesamten gemessenen Systems. Es
liegt hier zum einen eine schnellere Diffusion im poreniiberspannenden Bereich vor und
zum anderen eine wesentlich langsamere Diffusion, vergleichbar mit der Diffusion auf
festkdrperunterstiitzten Membranen. Bei festkorperunterstiitzten Membranen wird die
Mobilitdt der Membran durch das Substrat beschrankt und fallt daher geringer aus, als
bei einer freistehenden Membran. Fir den Diffusionskoeffizienten kénnen je nach

132—134. Dies

verwendeten Lipiden Werte zwischen 0,3 und 4 pm? s angegeben werden
lasst sich auch an den durchgefiihrten Messungen einer auf Siliziumdioxid praparierten
DPhPC-Membran erkennen. Der Diffusionskoeffizient liegt hier bei (2,8 +1,8) pm?2s™
und ist etwa um einen Faktor 5 niedriger als der bei den mikro-BLMs auf dem pordsem
Silizium mit einem Porendurchmesser von 7 um. Der immobile Anteil einer
festkdrperunterstiitzten Membran bestehend aus DPhPC liegt mit (32 +3) % etwa um

einen Faktor 2 hoher als der der mikro-BLMs. Im immobilen Anteil, der aus den FRAP-

Messungen erhalten wird, werden die Molekiile in einer Membran zusammengefasst,
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die nicht zum Austausch zwischen dem gebleichten und dem ungebleichten Part der
Membran beitragen. Diese Immobilitdit von Membranbausteinen kommt zum einen in
nativen Membranen durch Wechselwirkungen der Lipide bzw. Proteine untereinander
zustande, z. B. geladene Lipide, unterschiedliche Lipidstrukturen, Proteine, die eine
geringe Diffusionsgeschwindigkeit besitzen, und zum anderen bei artifiziellen
Membransystemen ohne Proteinanteil durch Wechselwirkung z. B. der Lipide mit dem

Substrat 80, 13, 136

. Der Unterschied im immobilen Anteil von einem Faktor 2, zwischen
festkorperunterstitzten Membranen und den mikro-BLMs kann dahingehend erklart
werden, dass die porenliberspannenden Membranen aufgrund ihrer Pradparation
Losungmittelreste zwischen den Lipiden aufweisen und daher mobiler sind. Durch das
Losungsmittel sind die Lipide in der Membran nicht mehr so dicht gepackt, das die
Fluiditdt erhoht. Eine weitere Moglichkeit zur Erklarung des geringeren immobilen

Anteils ist die porose Flache selber. Das poreniiberspannende System besitzt dadurch

weniger Kontakt zur Oberflache und ist dadurch etwas mobiler.

Aus dem Vergleich der Diffusion der Lipide in festkorperunterstiitzten Membranen und
der in mikro-BLMs kann geschlussfolgert werden, dass die Diffusion der Lipide der
mikro-BLMs durch die Diffusionsgeschwindigkeit der Lipidmonoschichten auf den
funktionalisierten Stegbereichen unter anderem mitbestimmt wird. Bei den mikro-BLMs
liegt daher ein effektiver Diffusionskoeffizient vor, der sich aus dem
Diffusionskoeffizienten  fiir die mikro-BLMs (ber den Poren und dem
Diffusionskoeffizienten der Lipidmonoschicht auf dem funktionalisierten Stegbereich
zusammensetzt. Ein dhnliches zwei-Komponenten Verhalten der Diffusion konnte bei

FRAP-Messungen an einer tethered Membran bei Han et al. festgestellt werden 137 7

ur
Bildung des Membransystems aus eggPC wurde ein synthetisiertes Cholesterinderivat
benutzt, das unter UV-Licht an ein festkdrperunterstiitztes Substrat bindet. Uber die
Belichtung durch eine Photomaske konnte so eine gleichmaRige Struktur erzeugt
werden. Diese Struktur wies, dhnlich der porésen Siliziumsubstrate, einen Bereich auf
Uber den sich eine Lipiddoppelschicht spannen konnte. Auf den liber UV-Bestrahlung an
das Substrat gebundene Cholesterinderivat bildete sich eine Lipidmonoschicht aus. Die

Mobilitditsmessungen in beiden Bereichen ergaben, dass die Diffusion der

Lipiddoppelschicht zwischen den gebundenen Bereichen der Cholesterinderivate héher
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lag als die Diffusion auf der Lipidmonoschicht. Das gleiche Diffusionsverhalten liegt bei
dem in dieser Arbeit beschrieben poreniiberspannendem Membransystem vor. Eine
langsamere Diffusion auf den mit einem Thiol funktionalisierten Stegbereichen und den
schnelleren Diffusionsbereich in den Bereichen bei denen eine Lipiddoppelschicht Gber

den Poren vorliegt.

Laterale Mobilitditsmessungen an l6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs auf porésem

Siliziumsubstrat mit einem Porendurchmesser von 2 um

Im Fall der pordsen Siliziumsubstrate mit einem Porendurchmesser von 2 um nimmt der
Flachenanteil der Stegbereiche im Vergleich zu den Substraten mit einem
Porendurchmesser von 7 um zu. Die Pordsitat wurde, wie auch bei den Substraten mit
7 um Porendurchmesser, mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen bestimmt und
betragt 48 %. Der hohere Anteil der Stegbereiche spiegelt sich auch im effektiven
Diffusionskoeffizienten  wieder. Der effektive  Diffusionskoeffizient  betragt
(8,5+4,7) um?s ™. Der immobile Anteil liegt bei (24+5)%. Im Vergleich zu den
Ergebnissen, die auf den Substraten mit einem Porendurchmesser von 7 um erhalten
wurden, ist der Diffusionskoeffizienten um einen Faktor 2 reduziert. Im Gegenzug steigt
der immobile Anteil etwa um den Faktor 1,6. Die Reduzierung der
Diffusionsgeschwindigkeit und der damit verbundenen Anstieg des immobilen Anteils
auf den Substraten mit einem Porendurchmesser von 2 um resultiert unter anderem aus
dem Anstieg des Anteils der Stegflache. Ein weiterer Grund fir die Erhéhung des
immobilen Anteils beziehungsweise der Reduzierung der Diffusionsgeschwindigkeit ist
darin zu suchen, dass die GroRRe des Bleichfleckes in den FRAP-Messungen unverandert
bleibt. Bei den porosen Substraten mit kleineren Porendurchmessern werden demnach
mehr Poren und somit auch mehr Stegflache gebleicht. Die Stegflache, die im Bleichfleck
bei den pordsen Substraten mit 2 um Porendurchmesser zu finden ist, betrdgt etwa
66 %, hingegen ist die Stegflaiche im Bleichfleck beim portsen Substrates mit 7 um
Porendurchmesser mit etwa 53 % anzugeben. Dies wirkt sich auf die

Diffusionsgeschwindigkeit verlangsamend aus, da die funktionalisierte Stegflache die
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darauf befindliche Lipidmonoschicht langsamer diffundieren lasst, als die

Lipiddoppelschicht in den Porenbereichen.

Laterale Mobilitaitsmessungen der oberen Monoschicht an ldsungsmittelhaltigen

mikro-BLMs auf porésem Siliziumsubstrat mit einem Porendurchmesser von 2 um

Da von einem effektiven Diffusionskoeffizienten ausgegangen werden kann, der sich aus
zwei Diffusionskoeffizienten zusammensetzt, war es wichtig zu wissen, welchen Teil die
obere Lipidmonoschicht zur lateralen Diffusionsgeschwindigkeit der
poreniliberspannenden Membranen beitragt, wenn ein auf den Stegbereichen
funktionalisiertes Substrat vorliegt. Zu diesem Zweck wurde bei mikro-BLMs bestehend
aus DPhPC die Fluoreszenz des Fluorophors NBD-PE (0,5 mol%) der unteren
Lipidmonoschicht durch die Zugabe von 22 mM CoCl, reversibel geldscht . Die
Fluoreszenzléschung der unteren Monoschicht war fast vollstandig, da nach der
CoCl,-Zugabe nur noch circa 58 % der Ausgangsintensitat vor der Zugabe vorhanden war

(vgl. Abb. 5.2).

10

0,8 -

0,6 -

0,4 -

0,2 -

normierte Fluoreszenzintensitat

0,0

ohne CoCI2 mit CoCI2

Abb. 5.2: Fluoreszenzléschung durch die Zugabe von 22 mM CoCl, in das untere Kompartiment der Messkammer.

FRAP-Messungen vor und nach der Fluoreszenzléschung wurden auf den mit DPPTE

funktionalisierten porosen Siliziumsubstraten mit einem Porendurchmesser von 2 um
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durchgefiihrt. Vor der Fluoreszenzléschung der unteren Monoschicht ergaben die
FRAP-Messungen effektiven Diffusionskoeffizienten im Bereich von (8,5 + 4,7) pm2 s
und einen immobilen Anteil von (24 + 5) %. Nach der Fluoreszenzléschung der unteren
Lipidmonoschicht konnte keine signifikante Anderung im Diffusionsverhalten und im
immobilen Anteil nachgewiesen werden. Dies wurde auch durch einen Signifikanztest
bestatigt. Flir die poreniiberspannenden Membranen auf funktionalisiertem pordsem
Siliziumsubstrat ergibt sich, dass die untere Monoschicht in Folge der Funktionalisierung
Uber die Thiole nur in der Pore selber diffundieren kann. Ein Austausch mit der
mikro-BLM in der benachbarten Pore findet nicht statt. Dieses Verhalten wiirde sich
andern, wenn auf den Stegbreichen keine Funktionalisierung vorliegen wiirde. Die
untere Lipidmonoschicht konnte sich in diesem Fall frei Gber den Stegbereich bewegen
und somit ebenfalls zum Recovery der Fluoreszenz im Bleichfleck beitragen. Der
immobile Anteil der [6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs ware ohne Funktionalisierung der
Stegbereiche vor der Fluoreszenzldschung niedriger, da beide Monoschichten zum
Recovery betragen wirden. Nach der Fluoreszenzloschung der unteren
Lipidmonoschicht misste die Mobilitdt abnehmen, da nur die obere Monoschicht zur
Fluoreszenzwiederherstellung beisteuern wirde. Der immobile Anteil ware somit héher
als vor der CoCl,-Zugabe. Daher kann davon ausgegangen werden, dass zur lateralen
Mobilitat und somit zur Fluoreszenzwiederherstellung nach dem Bleichen mit dem Laser
nur die obere Lipidmonoschicht bei vorhandener Funktionalisierung der Stegbereiche

beitragt.

FEM-Simulation zu den lateralen Mobilitatsmessungen von ldsungsmittelhaltigen

mikro-BLMs

Da die Mobilitdtsmessungen an den mikro-BLMs zeigen, dass ein effektiver
Diffusionskoeffizient bestimmt werden konnte, der sich aus zwei Koeffizienten
zusammensetzt, wurde die Finite Elemente Methode (FEM) herangezogen, um diese
beiden Diffusionskoeffizienten zu bestimmen. Uber die FEM war es nun moglich den
Wertebereich der Diffusionskoeffizienten der oberen Monoschicht fiir den Steg- und fir

den Porenbereich des pordsen Siliziumsubstrates mit einem Porendurchmesser von
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7 um zu ermitteln. So ergab sich fiir den Diffusionskoeffizienten der Lipidmonoschicht
iiber den Poren ein Wertebereich von 10 bis 30 um?s™. Bei einem Vergleich mit den
Diffusionskoeffizienten einer BLM nach Miller-Rudin, wie sie durch Sonnleitner et al.
(D=(20,6 +0,9) um?2s™) ° oder Fahey et al. (D=32pum2s?) ** ermittelt wurden,
ergeben die aus der FEM-Simulation erhaltenen Werte fir den Diffusionskoeffizienten
eine gute Ubereinstimmung mit den aus der Literatur bekannten Diffusionskoeffizienten
fiir eine I6sungsmittelhaltige BLM. Die Diffusionskoeffizienten der Monoschicht auf den
funktionalisierten Stegen des porosen Susbtrates ergaben sich aus der FEM-Simulation
zu 0,5 bis 5 pm?2 s™". Die Werte des Diffusionskoeffizienten fiir das Lipid DPhPC wurden
von Shinoda et al. in einer molecular dynamics (MD)-Simulation in Abhangigkeit von der
Salzkonzentration ermittelt 2. Hier ergaben sich Werte fiir den Diffusionskoeffizienten
einer Lipiddoppelschicht aus DPhPC zwischen 4,8 um? s fiir eine Salzkonzentration von
0 M und 5,3 um? s fiir eine Salzkonzentration von 0,1 M und 1 M. Bei den vorgebenen
Recovery-Kurven aus dem Experiment, bei denen eine Kurvenanpassung lber die FEM-
Simulation vorgenommen wurde, wurde eine 0,5 M KCI-Losung als Medium verwendet.
Allerdings ist ein direkter Vergleich der MD-Simulationen von Shinoda et al. und den in
dieser Arbeit durchgefiihrten FEM-Simulationen nicht moglich, da in der MD-Simulation
von einer Lipiddoppelschicht ausgegangen wird. In der FEM-Simulation wurde nur die
Diffusion der oberen Monoschicht betrachtet, die auf einem mit Thiol funktionalisierten
Festkorper stattfand. Gyorvary et al. erhielten fir DPPC Monoschichten auf silanisierten
Oberflichen einen Diffusionskoeffizienten von 0,095 pm?s™ fiir mit Hexamethyldisilan
und 0,935 um?s™ fur Decyldimethylsilan funktionalisierte Oberflichen '*°. Da das
Thiolipid DPPTE auf den mit Gold besputterten Stegen verankert ist, verlangsamt es die

137,139 gomit ist die

laterale Diffusionsgeschwindigkeit der oberen Lipidmonoschicht
untere Grenze fir den gewahlten Diffusionskoeffizienten auf den Stegen mit 0,5 um? s™
sinnvoll gewahlt. Die obere Grenze des Diffusionskoeffizienten auf den Stegen mit
5 um? s’ erscheint gerechtfertigt, wenn der Einfluss des Lésungsmittelrests in Folge der

Praparation berlcksichtigt wird.

Weitere wichtige Aspekte beziglich der Diffusionsgeschwindigkeiten, die anhand der
FEM-Simulationen verdeutlicht werden konnten, sind die Lage, der Radius und die

Bleichtiefe des auf die Probe applizierten Bleichflecks. Um einen mdglichst geringen
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Fehler fur den Diffusionskoeffizienten in den FRAP-Messungen zu erhalten ist es notig,
den Radius des Bleichfleckes moglichst klein zu halten. Ein zu grofRer Radius bedeutet flr
die gebleichten und ungebleichten Lipide ein zu langes Wegstlick, das zurlickgelegt
werden miusste, um einen Anstieg der Fluoreszenzintensitdt im ROl zu erhalten. Die
FRAP-Technik ist jedoch auf die Fluoreszenzstabilitdit des Fluorophors und somit auf
kurze Diffusionszeiten beschrankt. Bei zu hoher Bleichtiefe liegt ein dhnliches Problem,
wie bei dem zu grolRen Radius des Bleichfleckes, vor. In der verwendeten FRAP-Theorie

8 Bei zu

wurde von einem gaullférmigen Laserprofil des Bleichflecks ausgegangen
langem Bleichen mit hohen Laserintensititen liegt dieses GaulRprofil nicht mehr vor,
sondern eine Stufenfunktion. Der detektierbare Intensitdatsanstieg der Fluoreszenz
beginnt demnach ebenfalls spater. Im System der poreniiberspannenden Membranen
ist zusatzlich zu der GréRe und der Bleichtiefe die Lage des Bleichflecks entscheidend. Da
die FEM-Simulationen dem Experiment angeglichen wurden, war keine
Fluoreszenzemission auf den Stegen gegeben. So konnte auf den Stegen keinerlei
Information des Recoverys erhalten werden. Wenn nun der eigentliche Mittelpunkt des
Bleichfleckes auf einem der Stege lag, so brachte dies eine Veranderung bezliglich der
Gaullkurve mit sich. Der ROI befand sich nicht im Mittelpunkt des Bleichflecks, sondern
wurde in den Porenbereich des Bleichfleckes gelegt, um die Fluoreszenzzunahme
auslesen zu kénnen. Dementsprechend veranderte dies das Aussehen der Recovery-

Kurve bezlglich des Anstiegs und letztendlich des immobilen Anteils und der

Diffusionskoeffizienten.

Da die FEM-Simulationen mit dem Experiment gut libereinstimmten, lieR sich aus ihnen
schlieBen, welchen Beitrag die beiden Diffusionskoeffizienten zum Recovery-Graphen
leisten. Aus den Simulationen wurde ersichtlich, dass der kleinere Diffusionskoeffizient
die ersten 20s des Anstiegs der Fluoreszenzintensitdat mafigeblich beeinflusste. Der
groRere Diffusionskoeffizient Gber den Poren trug erst im spateren Zeitbereich des
Recovery-Graphen bei. Das Intervall von 20 bis 50s wurde von beiden
Diffusionskoeffizienten beeinflusst. Ein ahnlicher Kurvenverlauf konnte bei Simulationen
von Multikomponenten-Diffusionen im Zuge einer mathematischen Betrachtungsweise
von komplexen Diffusionsvorgangen bei FRAP-Experimenten durch Periasamy und

140

Verkman beobachtet werden ~". Sie untersuchten hierbei unter anderem den Einfluss
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den mehrere Komponenten, z. B. unterschiedliche Lipide oder unterschiedliche
Oberflachen auf einem Substrat, auf den Kurvenverlauf der Diffusion ausiiben. Bei ihrer
Simulation fiur eine Zwei-Komponenten-Diffusion konnte der Kurvenverlauf dahnlich wie

bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten FEM-Simulationen unterteilt werden.

Die FEM-Simulationen unterstiitzen die Hypothese, dass auf den pordsen Substraten
eine Zwei-Komponenten-Diffusion, unter der Verwendung einer einheitlichen
Lipidmatrix, vorliegt. Der effektive Diffusionskoeffizient, wie er aus den FRAP-
Experimenten erhalten wird, setzt sich aus einem groReren Diffusionskoeffizienten,
dhnlich zu denen, die bei den klassischen BLMs gefunden wurden, tber den Poren und
einem kleineren Diffusionskoeffizienten, ahnlich Zu denen, die bei
festkorperunterstitzten Membranen oder Lipidmonoschichten auf silanisierten

Oberflachen gemessen wurden, zusammen.



164 DISKUSSION

5.3 Laterale Mobilititsmessungen an l6sungsmittelfreien mikro-BLMs

Ein weiteres System von poreniberspannenden Membranen auf pordsen
Siliziumsubstraten liefert das Spreiten von GUVs auf pordsen Substraten mit 2 um
Porendurchmesser. Dieses System ist [6sungsmittelfrei und wurde in dieser Arbeit im
Hinblick auf die laterale Mobilitat untersucht. Wie im vorherigen Kapitel existieren auch
hier bislang keine Veroffentlichungen aus anderen Arbeitsgruppen, die sich mit der
lateralen Mobilitdt von |6sungsmittelfreien poreniberspannenden Membranen

beschaftigen.

Optimierung der Spreitbedingungen von GUVs auf pordosem Siliziumsubstrat

Zunéachst wurden die Spreitbedingungen der riesigen unilamellaren Vesikel (GUV) zur
Bildung einer planaren, I6sungsmittelfreien porentberspannenden Membran auf dem
porosen Substrat untersucht. Durch Zugabe von 90 mM CaCl, oder 33,3 mM PEG
konnten Membranpatches tber Spreiten der GUVs auf einem Glassubstrat hergestellt
werden. Die GUVs bildeten Strukturen nach dem induzierten Spreiten, wie sie in Abb.

5.3 zu sehen sind.

Abb. 5.3: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von auf einem Glassubstrat mit Hilfe von 33,3 mM PEG gespreiteten
GUVs (DPhPC:DOPC (6:4) dotiert mit 0,1 mol% TEXAS RED DHPE). Der MaRstabsbalken entspricht in den Aufnahmen
20 pm.



5.3 Laterale Mobilitdtsmessungen an I6sungsmittelfreien mikro-BLMs 165

Da die Konzentration der zugegeben GUV-Losung zu gering war, um flachendeckende
Membranbereiche herzustellen, war es moglich, die Membranpatches einzelnen GUVs
zuzuordnen. Bei einer VesikelgroRRe von z. B. 20 um Durchmesser werden etwa 40 um
breite Membranflecken auf dem Substrat nach dem Spreiten erhalten. Dies entspricht
den in Abb. 5.3 zu sehenden Patches. Die Ausbuchtungen an den Membranpatches
kénnen eine Folge des induzierten Spreitprozesses sein. Die GUVs spreiten bei Kontakt
mit der Oberflache. Durch die Verwendung von PEG oder CaCl, wird der Spreitprozess
beschleunigt und die GUVs kommen zu schnell mit der Oberflache in Kontakt und bilden
beim Spreitvorgang aufgrund der Geschwindigkeit, mit der sie mit der Oberflache in
Kontakt kommen, die runden Ausbuchtungen im Randbereich aus. Eine andere
Erklarung fur die Ausbuchtungen und die hellen Flecken auf den groReren Patches findet

12 |n  ihren Arbeiten zur

sich in den Studien von Hamai et al
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Bildung von Lipiddoppelschichten (iber
das Spreiten von einzelnen GUVs auf einem Glassubstrat konnten sie feststellen, dass
eine GUV-Probe unilamellare und multilamellare Vesikel enthielt. Die multilamellaren
Vesikel enthielten kleinere Vesikel, die beim Spreiten des groBen Vesikels an das
wassrige Medium abgegeben wurden. Diese kleineren Vesikel lagern sich in der Nahe
der groBeren Membranbereiche oder direkt als helle Flecken auf den gespreiten GUVs

an. Die porosen Substrate, auf denen die GUVs gespreitet werden sollten, wurden

zunachst mit dem Spacerlipid CPEO3 funktionalisiert.

Bei Impedanzmessungen von nano-BLMs auf CPEO3 funktionalisierten pordsen
Aluminaten konnte von Schmitt et al. gezeigt werden, dass eine Monoschicht aus CPEO3
auf den Stegen eine gute Voraussetzung zum Spreiten von groRen unilamellaren
Vesikeln (LUV) auf pordsen Substraten bildet. Die poreniiberspannenden Membranen
wiesen eine hohe Langzeitstabilitat auf und es war moglich das Transmembranprotein
Bacteriorhodopsin in die nano-BLMs zu insertieren und die Aktivitat der Protonenpumpe

dieses Proteins bei Lichtaktivierung zu messen %

In der vorliegenden Arbeit konnte auf den mit CPEO3 funktionalisierten pordsen
Siliziumsubstraten eine schnelle Membranbildung nach Zugabe von CaCl, oder PEG
beobachtet werden. Dieses System bildete eine gute Voraussetzung fir die Messung der

lateralen Mobilitat der I6sungsmittlefreien mikro-BLMs, da nach dem Spreiten der GUVs
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eine homogen fluoreszierende flachendeckende Membran Uber den Poren des

Substrates detektiert wurde.

Laterale Mobilitditsmessungen an l6sungsmittelfreien mikro-BLMs auf porésen

Siliziumsubstraten mit CPEO3-Funktionalisierung

Es wurden in dieser Arbeit 16sungsmittelfreie mikro-BLMs bestehend aus DPhPC und
DPhPC:DOPC (6:4) durch das Spreiten von GUVs auf CPEO3 funktionalisierten pordsen
Substraten prapariert. Die FRAP-Messungen an mit PEG und mit CaCl, gespreiteten
mikro-BLMs lieferten keinen signifikanten Unterschied in der lateralen Mobilitat der
oberen Monoschicht. Bei den Diffusionsmessungen der I6sungsmittelfreien mikro-BLMs
bestehend aus DPhPC ergab sich ein effektiver Diffusionskoeffizient von
(7,2+2,7) um? s’  mit einem immobilen Anteil von (24+5)%. Dieser
Diffusionskoeffizient fiir reine DPhPC mikro-BLMs liegt geringfligig Uber denen, die aus
MD-Simulationen von Shinoda et al. fur eine l6sungsmittelfreie Lipiddoppelschicht in

138 Bej

Abhangigkeit von der Salzkonzentration im wassrigen Medium berechnet wurden
den lésungsmittelfreien mikro-BLMs bestehend aus DPhPC:DOPC (6:4) ergab sich ein
effektiver Diffusionskoeffizient von (3,9 + 1,3) um? s mit einem immobilen Anteil von
(30 £4) %. Demnach besitzen I6sungsmittelfreie DPhPC:DOPC (6:4) mikro-BLMs eine
kleinere Diffusionsgeschwindigkeit als mikro-BLMs aus DPhPC. Aus resonance energy
transfer Messungen zur Bestimmung des lateralen Diffusionskoeffizienten des Lipids
DOPC in einer festkorperunterstitzten Membran bei T=23°C kann dieser zu

141 Der Diffusionskoeffizient von DOPC ist in etwa

(6,9 £0,8) um? s angegeben werden
gleich mit dem in dieser Arbeit ermittelten Diffusionskoeffizienten fiir I6sungsmittelfreie
mikro-BLMs aus DPhPC. Demnach misste die Diffusionsgeschwindigkeit der Lipide in
den poreniiberspannenden Membranen aus DPhPC:DOPC (6:4) in etwa dem Wert der
Lipide in den DPhPC mikro-BLMs entsprechen. Eine Moglichkeit fir die Reduzierung der
Diffusionsgeschwindigkeit in den mikro-BLMs bestehend aus DPhPC:DOPC (6:4) kdnnte
in einer Wechselwirkung des verwendeten Spacer CPEO3 mit dem DOPC gegeben sein.

Das DOPC weist im Gegensatz zum DPhPC jeweil eine cis-Doppelbindung und somit

einen Knick in den Fettsaureketten auf. Diese Knicke, die normalerweise aufgrund des
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bendtigten hoheren Platzbedarfs des Lipids fir hohere Diffusionsgeschwindigkeiten
sorgen, konnten in diesem Fall mit dem Cholesterinrest des CPEO3 wechselwirken.
Somit wirde dies zu einer Reduzierung der Diffusionsgeschwindigkeit flhren. So
konnten z. B. bei lateralen Diffusionsmessungen auf tethered polymer-supported
Membranen aus POPC, das nur eine cis-Doppelbindung aufweist, Diffusionskoeffizienten
zwischen 0,4 und 1,8umzs'1 gemessen werden. Als Abstandshalter fir die
Lipiddoppelschicht wurde ein PEG-Phospholipid verwendet, das kovalent an das

142

Glassubstrat gebunden war Fir POPC liegt der Diffusionskoeffizient in

-1 143

festkérperunterstiitzten Membranen bei (5,0 +0,6) um? s . Demnach ist die laterale

Mobilitat von Lipiden in tethered Membranen durch einen Spacer eingeschrankt.

Ein Vergleich mit dem Wert von (4,2 £ 1,1) um? s des in dieser Arbeit bestimmten
Diffusionskoeffizienten einer festkdrperunterstiitzten Membran aus DPhPC:DOPC (6:4)
zeigt, dass der Diffusionskoeffizienten der mikro-BLM geringer ist. Allerdings wurde in
dem Fall der festkdrperunterstiitzten Membran der Diffusionskoeffizient der
Lipiddoppelschicht gemessen, bei den mikro-BLMs trug lediglich eine Lipidmonoschicht
zur Wiederherstellung der Fluoreszenzintensitdt bei. Des Weiteren unterstitzt der
verringerte Diffusionskoeffizient der DPhPC:DOPC (6:4) mikro-BLMs die Annahme, dass
das Spacerlipid CPEO3 mit dem DOPC wechselwirkt und somit die Diffusion der Lipide in

der Membran verlangsamt.

Laterale Mobilitditsmessungen an l6sungsmittelfreien mikro-BLMs auf porésen

Siliziumsubstraten mit DPPTE-Funktionalisierung

Neben den CPEO3-funktionalisierten Substraten wurden DPPTE-funktionalisierte pordse
Substrate fiir die Prdparation der lI6sungsmittelfreien mikro-BLMs verwendet. Hierbei
sollte die Frage des Einflusses der Funktionalisierung der Stegbereiche liber einen Spacer
oder ein Thiolipid auf die Mobilitdt geklart werden. Bei den Mobilitdtsmessungen der
mikro-BLMs bestehend aus DPhPC und aus DPhPC:DOPC (6:4) konnte ein dhnliches
Verhialtnis beider Diffusionskoeffizienten, wie auf den CPEO3 funktionalisierten
Substraten beobachtet werden. Die l6sungsmittelfreien mikro-BLMs bestehend aus

DPhPC:DOPC (6:4) waren mit einem Diffusionskoeffizienten von (2,4 + 1,0) um? s und
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einem immobilen Anteil von (51 + 3) % hinsichtlich der Diffusion der Lipide um einen
Faktor 1,7 niedriger als die mikro-BLMs aus DPhPC mit einem Diffusionskoeffizienten
von (4,0+1,9) um? s und einem immobilen Anteil von (50 * 3) %. Dies kénnte 3hnlich
den l6sungsmittelfreien mikro-BLMs auf den CPEO3 funktionalisierten pordsen
Substraten auf eine Wechselwirkung der Lipide DPhPC und DOPC mit dem Thiolipid
zuriickgefiihrt werden. Der Vergleich der mikro-BLMs auf CPEO3 und DPPTE
funktionalisierten pordsen Oberflachen zeigt, dass die Diffusionsgeschwindigkeit auf den
porosen Substraten mit DPPTE-Funktionalisierung langsamer ist. Die unterschiedlichen
Diffusionskoeffizienten der Lipide auf DPPTE und CPEO3 funktionalisierten Oberflachen
kann Uber die prozentuale Belegung der Oberflaiche erklart werden. Die
Oberflachenbelegung an CPEO3-funktionalisierten Goldoberflaichen ermittelt aus einer
Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)-Studie zeigte, dass weniger als 65 % der zur

Verfugung stehenden Oberfliche bedeckt sind **

. Bei DPPTE kann hingegen eine
Oberflachenbelegung von 80-85 % angegeben werden 145146 Demnach ist DPPTE nach
erfolgter Chemisorption an die Goldoberfliche dichter gepackt als CPEO3. Die
Lipidmonoschicht auf der funktionalisierten Oberflache ldsst sich, wie in
Abb. 5.4 (A) gezeigt, vorstellen. Die DPPTE-Molekile bieten fiir das DPhPC und DOPC
keinen Freiraum, um sich zwischen die DPPTE-Molekiile einlagern zu kénnen. Es bildet

sich nur eine Lipidmonoschicht auf den Stegen aus.
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Abb. 5.4: Schematische Darstellung des Membranmodels auf den Stegbereichen. (A) Der Stegbereich wurde mit
DPPTE funktionalisiert. Es bildet sich eine Lipidmonoschicht aus. (B) Der Stegbereich wurde Uber das Spacerlipid
CPEO3 funktionalisiert. Die Bedeckung des Steges mit dem Spacerlipid ist nicht vollstandig, so konnen sich in den
Zwischenrdaumen Lipide anlagern, die zur lateralen Beweglichkeit ihren Beitrag leisten.

1 DPPTE
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Beim CPEO3 konnte es sich aufgrund der geringeren Oberflaichenbelegung wie in
Abb. 5.4 (B) dargestellt verhalten. Das Spacerlipid bietet genug Freiraum, so dass sich die
Membranlipide und das Fluorophor teilweise auch in die untere Lipidmonoschicht
zwischen die Spacerlipide einlagern kénnen. Diese Lipide bzw. das Fluorophor in der
unteren Monoschicht tragt zur Fluoreszenzwiederherstellung nach dem Bleichen bei,
der bei den poreniiberspannenden Membranen auf DPPTE funktionalisierten Substraten
nicht gegeben ist. Somit lieBe sich der hohe immobile Anteil von etwa 50 % bei den
poreniiberspannenden Membranen auf DPPTE funktionalisierten Oberflaichen und ein
kleinerer immobiler Anteil von etwa 30 % bei den mikro-BLMs auf den mit CPEO3
funktionalisierten Oberflachen erklaren. Das Spacerlipid bietet im Gegensatz zu dem
verwendeten Thiolipid DPPTE eine gute Voraussetzung fir eine bewegliche Membran

auf den Stegbereichen 1%,

Laterale  Mobilitatsmessungen an I6sungsmittelfreien mikro-BLMs  auf

unfunktionalisierten porosen Siliziumsubstraten

Anders als bei den funktionalisierten Substraten verhalt es sich bei der Praparation von
mikro-BLMs bestehend aus DPhPC:DOPC (6:4) auf einem unfunktionalisierten pordsen
Siliziumsubstrat mit einem Porendurchmesser von 2 um. Diese Substrate weisen
demnach auf den Stegbereichen keine durch Thiole gegebenen Diffusionsbarrieren fir
die untere Lipidmonoschicht auf. Somit ist hier eine Diffusion beider Lipidmonoschichten
gegeben, die beide zum Wiederanstieg der Fluoreszenzintensitat im Graphen beitragen.
Es konnte aus den FRAP-Messungen ein Diffusionskoeffizient von (3,8 + 0,5) um? s und
ein immobiler Anteil von (42+3)% ermittelt werden. Der Wert des
Diffusionskoeffizienten auf unfunktionalisiertem porosen Substrat liegt minimal
unterhalb des Diffusionskoeffizienten von (4,2 +1,1) um?s* fir die
festkorperunterstitzte Membran auf Siliziumsubstraten. Das gleiche Verhalten der
Diffusionskoeffizienten lasst sich auch einer Arbeit von Worsfold et al. entnehme **.
Hier wurde ein fluide Lipiddoppelschicht auf nanoporésem Silizium, mit
Porendurchmessern von 20 nm und geschlossenem Boden, Uber small unilamellar

vesicles erzeugt und FRAP-Messungen daran durchgefihrt. Ein Vergleich des
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Diffusionskoeffizienten mit dem, der in der gleichen Lipidmischung auf einem flachem
Glassubstrat erhalten wurde, zeigte ebenfalls eine langsamere Mobilitat auf dem
nanopordsen Silizium. Dies wurde auf eine hohere Oberflachenrauheit des Substrates
zurlickgefihrt. Dies wirde den Unterschied im Diffusionskoeffizienten fir
festkorperunterstitzte und poreniiberspannende Membranen auf unfunktionalisierten
porosen Substraten erklaren, jedoch nicht den hohen immobilen Anteil der in der
vorliegenden Arbeit gemessen wurde. Bei Worsfold et al. betrug der immobile Anteil auf

den mesoporésen Strukturen nur etwa 5-10 %.

Abb. 5.5: Schematische Darstellungen der Membran nach dem Spreiten auf unfunktionalisierten pordsen
Siliziumsubstraten. (A) Die Lipiddoppelschicht spreitet nur auf den Stegen und in den Poren, ohne diese zu
Uberspannen. (B) Die Membran spannt sich tGber die Poren und Stege des porésen Substrates.

Der hohe immobile Anteil von (42 +3)% konnte damit erklart werden, dass die
homogene Fluoreszenz in den Aufnahmen (vgl. Abb. 4.34) nicht von
poreniiberspannenden Membranen herrihrt. Die Lipiddoppelschicht kdonnte wie in
Abb. 5.5 (A) die Poren nach dem Spreiten auskleiden, ohne die Poren selber zu
Uberspannen. Das Fluoreszenzsignal der Probe ware ahnlich, wie im Fall der
poreniberspannenden Membran (Abb. 5.5 (B)). Der immobile Anteil ware fiir den Fall
(A) hoher, da der Austausch der ungebleichten Lipide gegen die gebleichten Lipide nicht
stattfinden kann. Ein Recovery ware hier nicht detektierbar. Eine weitere Moglichkeit fir
den Unterschied im immobilen Anteil, ware ein Mischsystem aus (A) und (B), das heift,
dass poreniberspannende und porenauskleidende Membranen auf dem pordsen
Substrat zu finden waren. Dieses System wiirde ein Teilrecovery erklaren, wie es auch

gemessen wurde.
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5.4 Vergleich der Diffusionsmessungen von losungsmittelfreien und

l6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs

Im Folgenden werden die Diffusionskoeffizienten an |6sungsmittelhaltigen und
|I6sungsmittelfreien poreniiberspannenden Membran miteinander verglichen. Fir die
Gegenuberstellung werden nur die Werte fir die effektiven Diffusionskoeffizienten und
immobile Anteile auf den pordsen Siliziumsubstrate mit 2 um Porendurchmesser
herangezogen. Bei den [6sungsmittelhaltigen und [6sungsmittelfreien
poreniiberspannenden Membranen liegt eine Funktionalisierung Uber das Thiolipid
DPPTE, bzw. das Spacerlipid CPEO3 der mit Gold beschichteten Stegbereiche vor. Daher
weisen beide Systeme ein &dhnliches Diffusionsverhalten auf. Bei den
l6sungsmittelhaltigen sowie bei den I6sungsmittelfreien mikro-BLMs tragt nur die obere
Lipidmonoschicht zur Wiederherstellung der Fluoreszenzintensitat nach dem Bleichen
bei. Die untere Lipidmonoschicht ist in ihrer lateralen Beweglichkeit durch die
Funktionalisierung der Stege auf die Porenbereiche beschrankt. Die Funktionalisierung
der Stege mit dem Spacerlipid CPEO3 stellt wahrscheinlich hierbei eine Ausnahme dar.
Die Oberflachenbelegung der CPEO3 funktionalisierten Oberflachen ist geringer als die
bei DPPTE. Daher bietet die CPEO3 funktionalisierten Oberflachen genug Freiraum, dass
sich Membranlipide teilweise als untere Lipidmonoschicht zwischen den Spacerlipiden
anlagern konnen. Es findet sich somit bei den l6sungsmittelhaltigen und
l6sungsmittelfreien eine Aufspaltung des ermittelten effektiven Diffusionskoeffizienten
in zwei Diffusionskoeffizienten, einen fiir die Diffusion der oberen Lipidmonoschicht auf

den Stegen und einen Diffusionskoeffizienten fiir die Lipide im Porenbereich.

Die Unterschiede der [6sungsmittelhaltigen und [6sungsmittelfreien
poreniiberspannenden Membranen finden sich bei gleicher Funktionalisierung der Stege
mit dem Thiolipid DPPTE in den Werten, die fiir den Diffusionskoeffizienten und den
immobilen Anteil erhalten wurden. Fir die |I6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs ergibt sich
ein effektiver Diffusionskoeffizient von (8,5 + 4,7) um?®s™ und ein immobiler Anteil von
(24 £ 5) %. Bei der |6sungsmittelfreien Praparation der mikro-BLMs ergeben sich bei den
FRAP-Messungen ein effektiver Diffusionskoeffizient von (4,0 +1,9) um?s ™ mit einem

immobilen Anteil von (50 + 3) %. Die Mobilitdt der Lipide in den l6sungsmittelhaltigen
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poreniiberspannenden Membranen ist um etwa den Faktor 2 groRer als die Mobilitat
der Lipide in den l6sungsmittelfreien mikro-BLMs. Aufgrund der hdéheren lateralen
Beweglichkeit der Lipide in den l6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs liegt der immobile
Anteil etwa um den Faktor 2 niedriger, als der bei den I6sungsmittelfreien mikro-BLMs.
Diese Diffusionskoeffizienten sind in Relation zu den klassischen BLMs zu setzen; auch
hier wird zwischen I6sungsmittelfreien und I6sungsmittelhaltigen BLMs unterschieden.
So wiesen auch hier die I6sungsmittelfreien BLMs einen langsameren
Diffusionskoeffizienten (POPC:DOPE (13,2 £1,07) um? st 131) als die
|6sungsmittelhaltigen BLMs (POPC:POPE (20,6 +0,9) um? s, **°) auf. Dies bestitigt die
Annahme, dass Losungsmittelreste in einer BLM zu einer erhdhten lateralen Mobilitat
der Lipide flihren, da die Lipide in der Membran durch die Lésungsmittel nicht mehr so
stark gepackt sind. Die Verringerung der Packungsdichte der Lipide in der Membran
fliihrt zum Anstieg der Fluiditdt der Membran, vergleichbar mit Diffusionverhalten bei
Lipiden mit cis-Doppelbindungen in den Fettsdureketten. Den Effekt der
Losungsmittelreste, die anhand der klassischen BLMs zu sehen sind, kénnen auch auf die
in dieser Arbeit untersuchten poreniliberspannenden Membranen auf den porosen
Siliziumsubtraten projiziert werden. Die hier untersuchten I6sungsmittelfreien mikro-
BLMs weisen einen kleineren effektiven Diffusionskoeffizienten als die
|6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs auf. Der hohe immobile Anteil von 50 % bei den
|6sungsmittlefreien mikro-BLMs auf den mit DPPTE funktionalisierten pordsen
Substraten unterstitzt die Annahme, dass sich nur die obere Lipidmonoschicht frei
bewegen kann und alleine zum Recovery in den FRAP-Messungen beitragt. Der immobile
Anteil der lateralen Beweglichkeit beider Lipidmonoschichten miisste sonst niedriger

sein.

Die FRAP-Messungen an den l6sungsmittelfreien poreniiberspannenden Membranen
auf den mit CPEO3 funktionalisierten pordsen Siliziumsubstraten ergaben fir den
effektiven Diffusionskoeffizienten einen Wert von (7,2 +2,7) umzs'1 mit einem
immobilen Anteil von (24+5)%. Der Vergleich mit den Werten der
l6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs auf DPPTE funktionalisierten Substraten zeigt, dass
der effektive Diffusionskoeffizient der [6sungsmittelfreien mikro-BLMs sich minimal von

dem der I6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs unterscheidet. Der immobile Anteil bei
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beiden Systemen ist gleich. Demnach muss bei den poreniiberspannenden Membranen
auf CPEO3-funktionalisierten Substraten ein weiteres Element zur lateralen Mobilitat
der Membran beitragen. Uber single molecule tracking an polymer-tethered Membranen
konnten Deverall et al zeigen, dass die Konzentration des Lipopolymers
(Diacetadecylamin [poly(Ethyloxazolin)8988], DODA-Egs), das auf dem Glasssubstrat
kovalent gebunden war, eine entscheidenden Einfluss auf den lateralen
Diffusionskoeffizienten und den immobilen Anteil der Phospholipiddoppelschicht,
bestehend aus 1-Stearoyl-2-oleoyl-3-glycero-phosophorcholin  (SOPC), ausibt. In
Abwesenheit von DODA-Egs konnte ein Diffusionskoeffizient von 2,1 um2 s des SOPC
gemessen werden. Die Erhéhung der Konzentration des DODA-Egs und somit die
Erhdhung der Oberflichenbelegung mit dem Lipopolymer zeigte, dass der
Diffusionskoeffizient sich erniedrigte und der immobile Anteil stieg. So konnte bei
40 mol% DODA-Egs nur noch ein Diffusionskoeffizient von 0,03 pm2 st mit einem

130 Dies unterstiitzt die

immobilen Anteil von 27 % fiir das SOPC gemessen werden
Annahme aus Kapitel 5.3, dass die Oberflaichenbedeckung des CPEO3 genligend
Platzrdaume fiur die Einlagerung von den Lipiden DPhPC und DOPC als untere
Monoschicht lasst. Diese Lipide in der unteren Monoschicht konnten zum
Gesamtrecovery und somit zur Mobilitdit der poreniliberspannenden Membranen
beitragen. Bei den mit dem CPEO3 funktionalisierten Subtraten kann daher nicht mehr
davon ausgegangen werden, dass sich nur die obere Lipidmonoschicht (iber den Stegen
bewegt, sondern auch geringer Austausch der unteren Lipidmonoschicht in den Poren

Uber die Stegbereich stattfindet. Bei den DPPTE funktionalisierten pordsen Substraten

findet nur eine Diffusion der oberen Monoschicht statt.
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5.5 Laterale Mobilititsmessungen an mikro-BLMs mit Diacetylen-

lipiden

Das Einbringen dem Lipid 1,2-Bis(10,12-tricosadiynoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin
(23:2 PC Diyen) (vgl. Abb. 3.19) in die poreniiberspannenden Membranen sollte zu einer
gezielten Beeinflussung der lateralen Mobilitdt und einer Erhohung der Stabilitdt in der
Membran aufgrund der Polymerisation des Lipides durch UV-Bestrahlung

. 99, 108, 151
fuhren

. 23:2 PC Diyen besitzt die Eigenschaft unter Ausschluss von Sauerstoff
und durch UV-Bestrahlung eine stabilisierende Netzwerkstruktur durch Polymerisation
auszubilden. 23:2 PC Diyens emittiert vor UV-Bestrahlung im blauen Spektralbereich, bei
Polymerisation verschiebt sich die Emission in den roten Spektralbereich. Diese
Photopolymerisation findet nur in einem hochgeordneten Zustand der Diacetylenlipide

statt 152153

. Die Grundvoraussetzung des hochgeordneten Zustands fir eine erfolgreiche
Polymerisierung konnte auch den Experimenten an den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Langmuir-Blodgett-Ubertragen mit DPhPC: 23:2 PC Diyens (3:1) enthnommen werden. Die
Polymerisierung des 23:2 PC Diyen erfolgte nur bei Monoschichten, die bei einem Druck
von tber 40 mN m™ in der festanalogen Phase des Lipides aufgezogen wurden, da hier

bei Raumtemperatur dieser hochgeordnete Zustand der Diacetylenlipide vorliegt. Bei

4 155

Wegner >4 und Baughman ist die Polymerisation der Diacetylenlipide als Bildung
einer kristallinen Struktur unter Ausbildung von konjugierten Dreifachbindungen

beschrieben (vgl. Abb. 5.6).
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Abb. 5.6: Schematische Darstellung der Polymerisation der Diacetylenphospholipide. 156
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Morigaki et al. konnten in ihren Arbeiten zur Strukturierung von festkorper-
unterstltzten Lipiddoppelschichten durch lithographische Polymerisation von
Diacetylenlipiden zeigen, dass polymerisiertes Diacetylen-Phosphatidylcholin als
Diffusionsbarriere fir fluide festkérperunterstitzte Membranen dienen kann > 8,
Auch konnten sie zeigen, dass abhangig von der UV-Dosis, die Uber Abstand und Dauer
der Bestrahlung festgelegt wurde, unterschiedliche Polymerisierungsgrade des
Diacetylen-Phosphatidylcholins  erzeugt werden koénnen, die bei geringer

198 Bej einer

Photopolymerisation noch eine gewisse laterale Fuiditdat aufwiesen
Verringerung der Fluiditdt einer Membran durch Polymerisation kommt es zu einer
Versteifung des Systems, vergleichbar mit Cholesterin in einer Membran, das die
Fluiditdit oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur der Lipide vermindert und
dadurch die Membranstruktur stabilisiert. Es ware also moglich, ein stabileres
Membransystem auf den pordsen Siliziumstrukturen Uber Polymerisation der
Diacetylenlipide zu erzeugen. So wiesen auch Shenoy et al. unter anderem anhand von
Impedanzmessungen nach, dass die Membrankapazitat sich nach Polymerisation von
1-Palmitoyl-2-10,12-tricosadiynoyl-sn-glycero-3-Phosphoethanolamin  (PTPE) erhohte

und somit auch die Isolatoreigenschaften und die Stabilitat der Lipiddoppelschicht »,

Fir eine erfolgreiche Polymerisation von porenilberspannenden Membranen ist es
wichtig zu wissen, wie sich das polymerisierbare Lipid wahrend der Polymerisation
verhdlt. Eine wesentliche Rolle in der Bildung von Vesikeln und Membranstrukturen
spielt hierbei an welcher Stelle des Lipides sich der polymerisierbare Teil befindet. So
andert z. B. die Polymerisation der hydrophilen Region des Lipides die Eigenschaften der
Kopfgruppe. Bei einer Polymerisation am Kettenende kommt es zum sogenannten
interlayer crosslinking. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten
23:2 PC Diyen hingegen befinden sich die polymerisierbaren Gruppen in der
Kettenmitte. Bei UV-Bestrahlung kommt es somit zum mid-region crosslinking. Dabei

kann die Lipiddoppelschichtstruktur gestort werden °7 % 1%

. Diese Stoérung der
Membranstruktur bei Polymerisation &dufRerte sich bei den Experimenten an den
poreniiberspannenden Membranen auf den pordsen Siliziumsubstraten in einer
Zerstorung der mikro-BLMs wahrend der Bestrahlung mit UV-Licht bei Raumtemperatur,

wobei die Dauer der Bestrahlung diesen Prozess nicht beeinflusste. Das kann unter
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anderem auf die Dreifachbindungen in beiden C-Ketten des 23:2 PC Diyens
zurlickgefihrt werden. Hier kommt es bei Lipidmischungen des 23:2 PC Diyen und nicht
polymerisierbaren Lipiden moglicher Weise zu einer Phasenseparation, wie sie
wahrscheinlich bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Langmuir-Blodgett-Ubertragen
zu erkennen war. Dies hatte eine nichthomogene Membranausbildung auf den porésen
Substraten zur Folge haben koénnen. So konnten Shenoy et al. bei ihren
lonenstrommessungen der lonenkandle des Staphylococcus aureus a-hemolysin (QHL)
und des Bacillus anthracis protective antigen 63, die in BLMs mit polymerisierbaren
Anteil insertiert waren beobachten, dass in nur 5% der Messungen die BLMs mit
23:2 PC Diyen eine Membran mit guten Isolatoreigenschaften ausbildeten. In 95 % der
Falle, war die Membran, bestehend aus 23:2 PC Diyen und DPhPC, nicht stabil, da das
23:2 PC Diyen die vorhandene Membranstruktur massiv stérte % Diese Stérung der
Membran durch das 23:2 PC Diyen war in der vorliegenden Arbeit ebenfalls bei
UV-Bestrahlung zu beobachten. Die Membran (iber den Poren wurde durch den

Polymerisationsprozess des 23:2 PC Diyen zerstort.

Diacetylenlipide weisen eine komplexe thermische Phasenabhangigkeit auf 81 Daher
wurde in dieser Arbeit angedacht, die I6sungsmittelfreien mikro-BLMs bestehend aus
DPhPC: 23:2 PC Diyen (19:1) vor und wahrend der UV-Bestrahlung auf 5°C
herunterzukiihlen. Hierdurch sollte zum einen die Phasenseparation und zum anderen
eine hohere Ordnung der Diacetylenlipide wahrend Polymerisiation erreicht

werden > 12

. Es war hiermit moglich, gréRBere Flachen von zusammenhdngenden
l6sungsmittelfreien mikro-BLMs nach UV-Bestrahlung zu erhalten. Der effektive
Diffusionskoeffizienten vor UV-Bestrahlung betrigt (7,9 £ 2,5) um”s™* und der immobile
Anteil (14 £6) %. Nach UV-Bestrahlung konnte eine Verringerung des lateralen
effektiven Diffusionskoeffizienten auf den Wert (2,3+1,0) um”s™ und eine damit
verbundene Erhéhung des immobilen Anteils auf (46 £5) % festgestellt werden. Das
wurde auf eine erfolgte Polymerisation zurlickgefiihrt und konnte durch die

Anwesenheit von einer Emission im roétlichen Spektralbereich mit Hilfe des

Fluoreszenzmikroskops nachgewiesen werden.

Ein weiterer Ansatz, um die Stérung der Membranstruktur bei UV-Bestrahlung

auszugleichen, war eine Erhéhung der Fluiditat der poreniberspannenden Membranen.



5.5 Laterale Mobilitdtsmessungen an mikro-BLMs mit Diacetylen-lipiden 177

Hierzu wurde eine Painting-Losung mit dem Losungsmittel n-Decan:CHCl; (1:1)
verwendet, da 23:2 PC Diyen nur in CHClz I6slich ist. Miller-Rudin-BLMs mit einem
gewissen Anteil von polymerisierbaren Lipiden wurden bereits von Benz et al

verwendet 3

. Sie untersuchten den Einfluss der Leitfahigkeit von lipophilen lonen
abhangig vom Polymerisationsgrad von Dienoyllipiden in einer BLM. Sie stellten eine
Erniedrigung der Leitfahigkeit der lonen bei einer langeren UV-Bestrahlung und dem

daraus resultierenden hoheren Polymerisationsgrad fest.

Die Erhohung der Fluiditdit konnte die Storung der Membranstruktur in den
l6sungsmittelhaltigen mikro-BLMs, bestehend aus DPhPC: 23:2 PC Diyen (19:1), teilweise
ausgleichen, so dass es auch hier moglich war, den Einfluss einer Polymerisation des
23:2 PC Diyens auf die laterale Mobilitat innerhalb einer Membran zu untersuchen. Wie
auch bei den l6sungsmittelfreien mikro-BLMs ergaben sich eine Erniedrigung des
Diffusionskoeffizienten und eine Erhéhung des immobilen Anteils nach Bestrahlung mit
UV-Licht. Vor UV-Bestrahlung konnte ein effektiver Diffusionskoeffizient von
(26,8 £ 8,0) um*s™* mit einem immobilen Anteil von (14 + 4) % ermittelt werden. Nach
erfolgter UV-Bestrahlung verringerte sich der effektive Diffusionskoeffizient zu
(14,1 +9,2) um*s™ und der immobile Anteil erhohte sich auf (18 +4) %. Dies wurde
einer erfolgten Polymerisierung zugeschrieben. Ebenfalls war es moglich, die
Polymerisation Uber den Filtersatz fir die rotliche Emission im Fluoreszenzmikroskop

nachzuweisen (vgl. Abb. 4.42).

Allerdings ist die Polymerisation der I6sungsmittelhaltigen und |6sungsmittelfreien
mikro-BLMs auf den pordsen Substraten und damit die Beeinflussung der lateralen
Mobilitdt durch die Verwendung des polymerisierbaren Lipides 23:2 PC Diyen nicht
exakt fir den gesamten Bereich der Probe steuerbar. Dieses Lipid wirkt auf groRe
Bereiche der poreniiberspannenden Membran strukturzerstorend nach UV-Bestrahlung,
so dass keine verlasslichen Messungen an diesem System durchfiihrbar sind. Zur
Versteifung bzw. kontrollierten Herabsenken der lateralen Mobilitdt und auch zur
moglichen Erhéhung der Stabilitat wirde sich entweder die Verwendung eines Lipides

mit polymerisierbarer Kopfgruppe oder von Cholesterin in der Membran besser eignen.
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5.6 Modell des Membransystems der mikro-BLMs

Anhand der bisher diskutierten Ergebnisse aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Messungen und aus der Literatur ergibt sich folgende Modellvorstellung fiir die
[6sungsmittelfreien und I6sungsmittelhaltigen porenitiberspannenden Membranen. Die
Stabilitatsmessungen mit Hilfe der Impedanzspektroskopie und der
Fluoreszenzmikroskopie zeigen, dass jede mikro-BLM als eigenstdndiges freistehendes
Membransystem gesehen werden kann. Die Membranen (ber den Poren reiflen
unabhangig voneinander und beeinflussen sich somit nur geringfligig Uber die
Verbindung der oberen Monoschicht. Sie bieten somit eine stabiles Membransystem,
bei dem es moglich ist, beide Seiten zu kontaktieren und langere Messungen, wie z. B.
lonentransporte durch die Membran, daran durchzuflihren. Dieses eigenstandige
System pro mikro-BLM wird auch anhand der lateralen Diffusionmessungen bei
vorhandener Funktionalisierung tber Thiolipide erhalten. Die untere Monoschicht der
sich in der Pore befindlichen Lipiddoppelschicht wechselwirkt nicht mit den anderen
Monoschichten der umgebenden mikro-BLMs. Sie tragt somit auch nicht zur
Wiederherstellung der Fluoreszenzintensitat bei. Lediglich die obere Monoschicht kann

in diesem System ungehindert tber alle Porenbereiche diffundieren.

Gold

Silizium
*%® Lipide

Thiol (DPPTE / CPEQO3)

Abb. 5.7: Schematische Zeichnung der Modellvorstellung einer mikro-BLM.
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In Abb. 5.7 ist ein mogliches Modell einer mikro-BLM auf einem funktionalisierten
porosen Substrat Uber einer einzelnen Pore dargestellt. Die Thiol-Funktionalisierung
haftet auf der Goldschicht und zieht sich auch in den Porenbereich hinein. Sie bietet hier
eine Vorlage fiir die Bildung der poreniiberspannenden Membran, die sich nach dem
Painten oder nach dem Vesikelspreiten der GUVs im Porenbereich ausbhildet. Die
Funktionalisierung der Goldoberflache mit CPEO3 bietet zusatzlich ein héheres Mal} an
Mobilitat fur die Lipide innerhalb der Membran, da die Oberflachenbelegung weniger
dicht ist als bei dem Thiolipid DPPTE. So kénnen sich vereinzelt Lipide in die untere
Monoschicht einlagern und ein zusatzliches lateral mobiles Reservoir bieten, das sich

auch in den Diffusionskoeffizienten wiederspiegelt.

Die Hohe der lateralen Mobilitdt spielt fir biologische Membrankomponenten eine
Schliusselrolle hinsichtlich der Zellprozesse, wie z. B. Peptidaggregation oder
Zelladhasion. Die nativen Zellmembranen bilden ein komplexes heterogenes System,
dass es erschwert biophysikalische Eigenschaften zu untersuchen. Ein Modellsystem fiir
eine Zellmembran bieten die GUVs. Der Vorteil der GUVs liegt darin, dass die
Lipiddoppelschicht vollig freitragend ist und mit keinem Substrat wechselwirkt. So
konnte ein lateraler Diffusionskoeffizient von DOPC in der Lipiddoppelschicht der GUVs
durch Przybylo et al. Uber fluorescence correlation spectrocopy (FCS) zu
(7,8+0,8) um>s’  ermittelt werden. Durch den Vergleich mit einer
festkorperunterstitzten Membran bestehend aus DOPC auf Glimmer konnten sie
zeigen, dass der laterale Diffusionskoeffizient der GUVs doppelt so groB, wie der einer

184 Die in dieser Arbeit ermittelten

Membran, die auf einem Festkorper aufgebracht ist
effektiven Diffusionskoeffizienten der poreniiberspannenden Membranen zeigen, dass
die 16sungsmittelhaltigen mikro-BLMs auf DPPTE funktionalisierten Substraten und die
|6sungsmittelfreien mikro-BLMs auf CPEO3 funktionalisierten pordsen Substraten ein
fluides Modellsystem bieten. Diese Fluiditdt ist vergleichbar mit der lateralen
Beweglichkeit der Lipide in GUVs. Somit stellen die poreniiberspannenden Membranen

ein geeignetes fluides kiinstliches Membransystem fir die Beschreibung von nativen

Membranen dar.






6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Langzeitstabilitdit und lateralen
Beweglichkeit von mikro-BLMs (black lipid membranes) mit Hilfe der
Impedanzspektroskopie und Fluoreszenzmikroskopie. Mikro-BLMs sind ein neuartiges
Hybridsystem auf Basis von porosem Silizium, das die Vorteile von
festkorperunterstiitzten und freistehenden Lipiddoppelschichten vereint.

Es konnte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden, dass mikro-BLMs
unabhdngig voneinander reilen, was sich in einem diskreten Abfall des
Membranwiderstandes in der Impedanzspektroskopie duRert.

Zur Bestimmung der lateralen Mobilitdt der Lipide in den poreniiberspannenden
Membranen wurden fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)-Messungen
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass Losungsmittelreste in den poreniberspannenden
Membranen, die (iber die Painting-Technik hergestellt wurden, einen groRen Beitrag zur
Fluiditat des Systems leisten. Der Diffusionskoeffizient von I6sungsmittelhaltigen
mikro-BLMs aus 1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPhPC) kann mit
(9£5) um2 s und mit einem immobilen Anteil von (24 +5) % angegeben werden. Im
Gegensatz dazu weisen mikro-BLMs, die iber das Spreiten von giant unilamellar vesicles
(GUV) hergestellt wurden, einen um den Faktor 2 kleineren Diffusionskoeffizient bei
gleicher Porengrofle des Siliziumsubstrats und gleicher Funktionalisierung der
Stegbereiche mit 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol (DPPTE) auf.
Diffusionsmessungen der oberen Lipidmonoschicht ergaben, dass nur die obere
Monoschicht zum gemessenen Diffusionskoeffizienten beitragt. Zusatzlich ergaben
Finite-Elemente-Simulationen, dass der gemessene Diffusionskoeffizient sich aus zwei
Anteilen zusammensetzt, zum einen die freie Diffusion der Lipide in den
poreniiberspannenden Bereichen und zum anderen die langsamere Diffusion der
Phospholipide auf den Stegen.

Bei den l6sungsmittelfreien poreniberspannenden Membranen wurde ein Vergleich
zwischen dem Thiolipid DPPTE und dem Spacerlipid Cholesterylpolyethylenoxythiol
(CPEO3) durchgefiuhrt. Der Diffusionskoeffizient dieser mikro-BLMs war im Vergleich zu
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den l6sungsmittelfreien auf DPPTE funktionalisierten Substraten um einen Faktor 1,8
grofRer und der immobile Anteil war um den Faktor 2 bei den CPEO3 funktionalisierten
Substraten geringer. Dies lasst sich auf die geringere Oberflachenbedeckung des CPEO3
zurlickfiihren, die im Gegensatz zur DPPTE-Funktionalisierung genligend Zwischenrdaume
fir die Bildung einer beweglichen unteren Lipidmonoschicht bietet, so dass die Mobilitat
des Membransystems erhoht wird.

Durch das Einbringen von Diacetylenlipiden (23:2 PC Diyen) in die Membran und deren
Polymerisation durch Bestrahlung mit UV-Licht konnte gezeigt werden, dass die laterale
Mobilitdat der Membranlipide verringert wird.

Insgesamt zeigen die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse, den Einfluss der
Randbedingungen (PorengroRe, Oberflaichenfunktionalisierung) auf die laterale
Mobilitdt und die Langzeitstabilitdit der poreniberspannenden Membranmatrix. Es
konnte gezeigt werden, dass die mikro-BLMs ein geeignetes Modellsystem fir

biologische Membranen darstellen.
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A1l

U(2)

U(2)

Tp

12|

Co

Cbhleich

Cdiff

Symbolverzeichnis

Koeffizient des CPE (constant phase element)

lateraler Druck

Nablaoperator

Phasenverschiebung

Imaginarteil der Impedanz (Blindwiderstand)

Realteil der Impedanz (Wirkwiderstand)

charakteristische Diffusionszeit

Geschwindigkeitskonstante

Betrag der Impedanz

Flache, Parameter des CPE

Kapazitat

Konzentrationsverteilung

erste Ableitung der Konzentrationsverteilung nach dem Ort
zweite Ableitung der Konzentrationsverteilung nach dem Ort
Angangskonzentration

Konzentrationsverteilung bedingt durch das Bleichen

Konzentrationsverteilung bedingt durch die Diffusion
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Cn Membrankapazitat

D Diffusionskoeffizient

Des  effektiver Diffusionskoeffizient

Dpore  Diffusionskoeffizient des Porenbereiches
Dsteg  Diffusionskoeffizient des Stegbereiches
e Exponentialfunktion

F Flache

f Frequenz

h Plancksches Wirkungsquantum (= 4,14[10-15 eV)
/ Intensitat

i komplexe Einheit

P Laserleistung

R Ohmscher Widerstand

r Ortsvariable

Rel Elektrolytwiderstand

Rm Membranwiderstand

S Signalstarke

So Grundzustand

S; angeregter Singulettzustand

T Temperatur

t Zeit

T, Triplett-Zustand
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U Spannung

z Impedanz

Y Oberflachenspannung

Va Frequenz des Anregungsphotons

Vi Frequenz des emittierten Photons bei Fluoreszenz

Vp Frequenz des emittierten Photons bei Phosphoreszenz
o Standardabweichung

w Halbwertsbreite der GauRkurve
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A.2 Abkiirzungsverzeichnis

23:2 PC Diyen

BLM

BODIPY 500/510 HPC

CaC|2

CCD

CHCl5

COCIZ

CPE

CPEO3

DOPC

DOPE

DPhPC

DPhPS

DPPC

DPPTE

FRAP

Fs

GUvV

H,0

1,2-Bis(10,12-tricosadiynoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin
black lipid membrane

2-(4,4-Difluoro-5-methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-3-

dodecanoyl)-1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
Calciumchlorid

charge coupled device

Chloroform

Kobalt(Il)chlorid

constant phase element
Cholesterylpolyethylenoxythiol
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphoserin
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol
fluorescence recovery after photobleaching
Filtersatz

giant unilamellar vesicle

Wasser
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H,0,

Hg

ITO

NaCl

NBD-PE

NH;

oDT

PEG

POPC

POPE

POPS

ROI

SOPC

Texas Red DHPE

TRIS

uv

Wasserstoffperoxid
Quecksilber
Indium-Titanoxid
Natriumchlorid

N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-dihexadekanoyl-sn-

glycero-3-phosphoethanolamin,Triethylammoniumsalz
Ammoniak

Octadekanthiol

Polyethylenglycol
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-phosphatidylcholin
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-phosphoethanolamin
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoserin

region of interest
1-Stearoyl-2-oleoyl-3-glycero-phosophorcholin

1,2-Dihexadekanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin,

Triethylammoniumsalz
Tris(hydroxymethyl)-aminoethan

Ultraviolett



198

A.3 Chemikalien

[3-BODIPY® 500/510 C12-HPC

1-Oktanthiol

23:2 PC Diyen

Ammoniak, 32 %

Argon

Chloroform

DOPC

DPhPC

DPPTE

Ethanol, reinst.

Isopropanol, reinst.

Kaliumchlorid

Methanol

Mucasol®

Natriumchlord

n-Dekan

Salzsaure

Sauerstoff

Schwefelsdure, 95-97%

Texas Red® DHPE

Molecular Probes (Eugene, USA)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

VWR International (Darmstadt)

Air Liquide (Dusseldorf)

Merck (Darmstadt)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

Service GmbH (Dortmund)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)

Air Liquide (Dusseldorf)

Merck (Darmstadt)

Invitrogen (Eugene, USA)
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TRIS Merck (Darmstadt)

Wasserstoffperoxid, 30 % Carl-Roth GmbH (Karlsruhe)
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A.4 Materialien

Au-Target

Eppendorfpipetten

Hamatokritwachs

ITO-Floatglassubstrate

Kalrez O-Ringe

Kupferklebeband, leitfahig

Mikroliterspritze

Parafilm

Pinsel Starke 5

Platindraht

Polycarbonatmembran

Reagenzglaser

Siliziumwafer

Silizium, pords, 7 um

Silizium, pords, 2 um

Teflonklebefolie

Ti-Target

Elektronen Optik Service (Dortmund)
Eppendorf (Hamburg)

Schitt (Gottingen)

PGO (Iserlohn)

DuPont Dow Elast. (Newark, USA)
PGO (Iserlohn)

Hamilton (Bonaduz, CH)

American National Can (Chicago, USA)
Herlitz (Berlin)

Good Fellow (Cambridge, UK)
Armantis (Mannheim)

VWR International (Darmstadt)
Si-Mat (Landsberg/Lech)

Infineon (Miinchen)

Fluxxion (Eindhoven, Niederlande)
Kleinfeld (Gehrden)

Elektronen Optik Service (Dortmund)
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A.5 Gerate

Impedanzspektroskopie
Impedanz/Gain-Phase Analyzer SI 1260

Dielectric Interface 1296

Sputter-Anlage
Sputter Coater 108 auto

Thickness Controller mtm 20

Fluoreszenzmikroskopie
Fluoreszenzmikroskop, AxioTech

CCD Kamera AxioCam HRm

Filterset 44 (BP475/49 FT500 BP530/50)
Filterset 45 (BP560/40 FT585 BP630/75)
Objektiv 40x/0,80/w

Objektiv 63x/0,95/w

Argon-lonen-Laser

Filmwaage
RK 1 Standard Langmuir Trough

Thermostat VWR™

Solartron Instr. (Farnborough, USA)

Solartron Instr. (Farnborough, USA)

Cressington (Watford, USA)

Cressington (Watford, USA)

Carl Zeiss GmbH (Gottingen)
Carl Zeiss GmbH (Gottingen)
Carl Zeiss GmbH (Go6ttingen)
Carl Zeiss GmbH (Go6ttingen)
Carl Zeiss GmbH (Gottingen)
Carl Zeiss GmbH (Gottingen)

JDS Uniphase Corporation (Milpitas, USA)

Riegler & Kirstein GmbH (Potsdam)

VWR International (Darmstadt)
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Reinstwasseranlage
Milli Q RO 10 Plus

Milli Q plus 185

Sonstige Gerate

Feinwaage CP 225D
Funktionsgenerator 33220A
Miniextruder (Liposofast®)
pH-Meter Knick 766 Calimatic
Plasma Cleaner PDC 32G-2
Vakuumtrockenschrank

Vortexer

Millipore (Eschborn)

Millipore (Eschborn)

Satorius (Gottingen)

Agilent (Boblingen)

Avestin (Ottawa, Canada)

Knick (Berlin)

Harrick (New York, USA)

Binder (Tuttlingen)

Heidolph (Schwabach)
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