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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden festkorpergestiitzte Phospholipidmembranen mit der Me-
thode der Rontgenreflektivitat untersucht. Hierfiir wurde zunachst eine Prapara-
tionsmethode entwickelt, mit der erstmals Oligo-Membranstapel von Phospholi-
piden hergestellt werden konnten. An den so hergestellten, geladenen und unge-
ladenen Oligo-Membranstapeln sowie an multilamellaren Systemen wurden Ront-
genreflektivitaitsmessungen bei voller und partieller Hydratisation durch osmoti-
schen Druck durchgefiihrt. Es wurde ein theoretisches Modell zur Beschreibung
der Reflektivitaitsmessungen an Oligo-Membranen entwickelt, das die Fluktuatio-
nen in substratgestiitzten Membransystemen beriicksichtigt. Aus Anpassungen
an die gemessenen Reflektivitatskurven mit Hilfe dieses Modells wurde das Elek-
tronendichteprofil von Membranen des ungeladenen Phospholipids DMPC unter
verschiedenen osmotischen Driicken bestimmt. Durch die Beriicksichtigung der
Fluktuationen in der Beschreibung der Reflektivitat konnten die Biegesteifigkeit
x und der Kompressionsmodul B der DMPC-Membranen in Abhangigkeit des
osmotischen Druckes bestimmt werden. Die Ergebnisse wurden im Rahmen der
Theorie der Wechselwirkungspotentiale zwischen Membranen untersucht.

Durch die Anwendung des bekannten Spin-Coating Verfahrens konnten erstmals
Stapel von drei bis zu dreiBig Phospholipidmembranen - Oligo-Membranstapel
genannt - auf Festkorperoberflachen hergestellt werden. Durch Verwendung von
Lipidlosungen unterschiedlicher Konzentrationen im Praparationsprozess konnte
reproduzierbar die Zahl der Membranen im Stapel kontrolliert werden. Die Proben
zeichnen sich durch eine duBerst geringe Mosaizitat, in der GroBenordnung von
0.01°, und eine sehr geringe Defektdichte aus. Die Anzahl der Membranen kann
in Reflektivitaitsmessungen eindeutig bestimmt werden.

Reflektivitatsmessungen an Oligo-Membranstapeln und multilamellaren Mem-
branstapeln aus mehreren hundert Membranen wurden am Hamburger Synchro-
tronstrahlungslabor HASYLAB durchgefiihrt. Dabei wurden die Membranen in
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einer temperierbaren Probenkammer entweder aus der Wasserdampfatmosphare
oder durch direkten Kontakt mit einem Wasserreservoir hydratisiert. Durch Aus-
tausch des Wassers im Reservoir gegen Polymer- bzw. Polyelektrolytlésungen
konnten osmotische Driicke auf den Membranstapel ausgeiibt werden. Die an
Oligo-Membranstapeln gemessenen Reflektivitatskurven werden durch Struktu-
ren wie Defekte und Randeffekte an Grenzflaichen deutlich verandert. Daher ist
zur theoretischen Beschreibung ein entsprechend komplexes Modell notwendig.

Ausgehend von der kinematischen Theorie wurde ein theoretisches Modell zur
Beschreibung der Reflektivitaitsmessungen unter Beriicksichtigung der Membran-
fluktuationen entwickelt. Die Fluktuationen in substratgestiitzten Membransta-
peln wurden durch ein, auf dem smektischen Kotinuumsmodell basierendes Mo-
dell beschrieben.

Die Ergebnisse der Reflektivitatsmessungen an Oligo-Membranstapeln des unge-
ladenen Lipids DMPC unter neun verschiedenen osmotischen Driicken, zwischen
Null und 8.7-10° Pa, konnten mit dem theoretischen Modell zur Deckung ge-
bracht werden. Aus der Veranderung der lamellaren Periode d zeigt sich, dass
sich die Hydratisation der Membranen bei verschiedenen osmotischen Driicken
zwischen 18 und 27.5 Wassermolekiilen pro Lipid verandert hat. In der Rekon-
struktion der Elektronendichteprofile lassen sich im untersuchten Bereich der
Dehydratisation keine signifikanten Anderungen in der Membran selbst beobach-
ten. Der unterschiedliche Grad an Hydratisation spiegelt sich hauptsachlich in
der Dicke der Wasserschicht zwischen den Membranen wieder. Durch die Anpas-
sungen des Modells an die Daten der Reflektivitaitsmessungen konnte auch die
Starke der Fluktuationen in Form des Caillé-Parameters 1 in Abhangigkeit vom
osmotischen Druck bestimmt werden.

Die Veranderung der lamellaren Periode d durch den osmotischen Druck wurde
im Rahmen der Theorie der Wechselwirkungspotentiale zwischen Membranen be-
trachtet. Die Druck-Abstands Relation konnte durch Beitrdge des van der Waals
Potentials und des Hydrationspotentials quantitativ beschrieben werden. Aus der
numerischen Ableitung der Daten wurde zusatzlich der Kompressionsmodul der
Membranen B(d) in Abhangigkeit ihrer Hydratisation bestimmt. Durch Kom-
bination mit dem Caillé Paramenter n(d) konnte auch die Biegesteifigkeit der
Membranen x(d) in Abhangigkeit von d ermittelt werden. Es ergab sich ein mitt-
lerer Wert von x = 26 kgT'. Durch ein umfassendes Modell konnten so aus
den Daten der spekuldren Reflektivitat nicht nur die Struktur der Membranen
bestimmt werden, sondern auch deren elastische Eigenschaften.
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Mit dieser Arbeit konnte durch die Entwicklung der Praparationsmethode ein
neues Arbeitsgebiet erschlossen werden. Wichtige theoretische Grundlagen fiir
die Analyse der Rontgenreflektivitats-Messungen bilden nun die Basis fiir weite-
re Untersuchungen an komplexeren Systemen. Membranaktive Biomolekiile wie
z.B. antibiotische Peptide konnen in der Praparation leicht in die Membranen
eingebaut werden. Eine hohe Qualitdt der Anpassung der Reflektivitatsdaten
ermdglicht die Erfassung auch kleiner Anderungen in der Membrankonformation.






Kapitel 1

Einleitung

Seit von Laue, Friedrich und Knipping im Jahr 1912 die ersten Rontgenbeu-
gungsexperimente an Kristallen vorgenommen haben, hat sich die Rontgenbeu-
gung zur klassischen Methode fiir die Untersuchung struktureller Eigenschaften in
kondensierter Materie entwickelt. Nachdem die Methode in den letzten Jahrzen-
ten durch den Bau von Speicherringen als hoch brillante Strahlungsquellen einen
zweite Bliite erlebt hat, steht durch die geplante Entwicklung des Rontgenlasers
eine ErschlieBung vieler neuer Anwendungen bevor. Seit einigen Jahren werden
in zunehmendem MaBe weiche biologische Materialien (engl., soft matter) mit
Rontgenstreuung untersucht. Ein wichtiges Forschungsgebiet ist dabei die Physik
biologischer Membranen.

Das Grundgeriist jeder biologischen Zellmembran besteht aus Lipidmembranen.
Mit der Methode der Rontgenreflektometrie konnen die Struktur und die ela-
stischen Eigenschaften von Membranen unter unterschiedlichsten Bedingungen
untersucht werden. Neben der Untersuchung von unorientierten Vesikeln spie-
len festkorpergestiitzte orientierte Membransysteme eine immer groBere Rolle.
Die Voraussetzung dafiir sind geeignete Praparationsmethoden, um moglichst
gut definierte Proben mit geringer Defektdichte herzustellen. Bisher konnten im
wesentlichen multilamellare Membranstapel von hoher Defektdichte oder aber
Einzel- bzw. Doppelmembranen auf Festkorpern prapariert werden. Eine Kontrol-
le der Probendicke zwischen drei Membranen und einigen hundert Membranen
war allerdings nicht moglich. Von solchen Oligo-Membransystemen, bestehend
aus etwa drei bis dreiBig Membranen erwartete man jedoch, dass sie sich beson-
ders gut fiir Streuexperimente eignen.



In dieser Arbeit wird unter Anwendung der Spin-Coating-Technik ein Prapara-
tionsverfahren fiir Oligo-Membransysteme entwickelt. Durch Weiterentwicklung
eines Modells zur Auswertung, sollen die Struktur und elastischen Eigenschaf-
ten von Lipidmembranen in Zustinden unterschiedlicher Hydratisation durch
Rontgenreflektivitat bestimmt werden. Die Arbeit beginnt mit einer Einfiihrung
in die biologische Relevanz und verschiedene Untersuchungsmaoglichkeiten von
Phospholipidmembranen. AnschlieBend werden Lipidmembranstapel im Rahmen
der Theorie smektischer Fliissigkristalle und der Wechselwirkungspoteniale be-
schrieben. In Kapitel drei wird die Methode der Rontgenreflektivitat vorgestellt
und ein Modell zur theoretischen Beschreibung der Experimente entwickelt. Die
Durchfiihrung der Experimente ist Gegenstand von Kapitel vier. Im fiinften und
letzten Kapitel werden die Ergebnisse anhand der Messdaten von Reflektivitats-
messungen und diffuser Streuung diskutiert.



Kapitel 2

Systeme

2.1 Lipidmembranen

In diesem Kapitel werden die biologische Relevanz sowie der Aufbau und die
physikalischen Eigenschaften von Lipidmembranen erlautert. Dabei soll weniger
auf die eigentlichen biologischen Zellmembranen eingegangen werden, als viel-
mehr auf reine Lipiddoppelschichten. Sie eignen sich sowohl als Modellsystem fiir
biologische Membranen als auch als Material fiir neuartige medizinische Anwen-
dungen, beispielsweise in der Galenik bzw. drug delivery. Grundlegend hierfiir ist
eine genaue Kenntnis der Struktur sowie der physikalischen Eigenschaften der
Membran wie zum Beispiel Elastizitat, Phasenverhalten oder Wechselwirkungs-
potentiale. Beginnend mit einer kurzen Einordnung zur Relevanz und zu den An-
wendungsmoglichkeiten der bearbeiteten Systeme wird im folgenden neben dem
Aufbau der Lipidmembranen eine kurze Einfiilhrung in Methoden der Struktur-
analyse und Probenpraparation gegeben. Davon ausgehend wird ein Modell zur
theoretischen Beschreibung der verwendeten Systeme erarbeitet. Dies beinhaltet
eine Betrachtung multilamellarer Lipimembranen im Rahmen der Theorie smekti-
scher Fliissigkristalle und eine kurze Betrachtung der Wechselwirkungspotentiale
zwischen Membranen.



2.1.1 Lipidmembranen als Modell fiir biologische Membra-
nen und andere Anwendungen

Membranen sind Hauptbestandteil jeder biologischen Zelle. Jede Zelle ist von
einer Membran umgeben. Sie grenzt das innere Cytosol gegeniiber der extrazel-
lularen Umwelt ab. Zusatzlich verfiigen die meisten Zellen iiber umfangreiche
intrazellulare Membransysteme (Mitochondrien, Chloroplasten, Golgi-Apparat,
etc.). Durch die Membranen werden einzelne Kompartimente mit ihren charak-
teristischen Eigenschaften (chemisches Potential, elektrisches Potential, osmoti-
scher Druck) voneinander getrennt. Im Allgemeinen bestehen biologische Mem-
branen aus einer Vielzahl von Komponenten, hauptsachlich aus verschiedenen
Lipiden und Proteinen. Viele Zellprozesse wie lonentransport werden durch soge-
nannte Membranproteine gesteuert. Das Grundgeriist der Zellmembranen bilden
jedoch stets Lipiddoppelschichten. Durch sie werden physikalischen Eigenschaften
wie Elastizitdt und thermische Stabilitdt ganz wesentlich bestimmt. Vorausset-
zung fiir das Verstandnis der vielfaltigen Prozesse in Membranen ist das Verstand-
nis der reinen Lipiddoppelschichten. Lipidmembranen sind dariiber hinaus nicht
nur als Modell fiir natiirliche Membranen interessant, sie bieten auch Maoglich-
keiten fiir direkte Anwendungen. Lipidbeschichtungen auf Festkorpern kdnnen
in Biosensoren zum Einsatz kommen [1, 2]. Spezielle Aggregate ( z.B. Vesikel)
werden fiir intelligente Losungen zur Medikamenten Verabreichung (engl. drug
delivery) eingesetzt. Durch geschicktes Ausnutzen der Kenntnis iber die Pha-
seniibergange der Lipide in solchen Aggregaten ist es beispielsweise gelungen,
Krebsmedikamente gezielt an den Ort eines Tumors zu transportieren [3].

2.1.2 Chemischer Aufbau von Lipidmembranen

Lipiddoppelschichten sind Aggregate von Lipidmolekiilen, die sich unter bestimm-
ten Voraussetzungen in einem Selbstorganistationsprozess bilden. Eine wichtige
Klasse von Lipiden stellen Phosphoglyceride (Phospholipide) dar. Sie sind wegen
ihres Vorkommens in menschlichen und tierischen Zellen von besonderem Inter-
esse.

Ein Phosphoglyceridmolekiil setzt sich aus einem Glycerolbaustein (Trialko-
hol), zwei Fettsduren und einem Phosphorsaurester zusammmen. Dabei sind die
Fettsduren und der Phosphatesterrest liber Esterverbindungen mit dem Glycerol
verkniipft. In dem Phosphorsdureester wiederum ist die Phosphorsdure mit einem
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Abbildung 2.1: Aufbau eines POPS Molekiils: Teil (A) zeigt die unpolaren Acylketten,
Teil (B) zeigt die geladene, polare Kopfgruppe

der Alkohole Cholin, Serin, Ethanolamin, Inositol oder Glycerol verestert. Phos-
phorsadurester und Glycerol bilden gemeinsam eine so genannte polare Kopfgruppe
(Abb. 2.1.2 B). Bei den angehangten Alkoholen Cholin und Ethanolamin ist die-
se im physiologischen pH-Bereich zwitterionisch. Bei Serin und Glycerol tragt
die Kopfgruppe eine negative Nettoladung. In dieser Arbeit wurden vorwiegend
Vertreter der ungeladenen Phosphocholine und der anionischen Phosphoserine
verwendet. Diese spielen in eukaryotischen Zellen eine wichtige Rolle. Die vor
allem in bakteriellen Zellmembranen (z.B. E. Coli) vorkommenden Phosphogly-
cerole und Phosphoethanolamine wurden in dieser Arbeit auch verwendet, um
die Anwendbarkeit der Priparationsmethode (s. Kapitel 4.1) nachzuweisen.

Die Fettsaurereste (Fig.2.1.2 Teil A) kdnnen entweder aus zwei gleichen oder
zwei unterschiedlichen Acylketten bestehen. Entsprechend spricht man von sym-
metrischen bzw. asymmetrischen Lipiden. Die Fettsaurereste werden je nach Ket-
tenldnge und Zahl der ungesattigten Bindungen ( = Doppelbindungen) systema-
tisch klassifiziert. Physikalische Eigenschaften der Lipide (wie z.B. Schmelzpunkt,
Loslichkeit, Biegesteifigkeit,...) werden stark von den Ketten beeinflusst. In Ta-
belle 2.1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Lipide unter Angabe der Ket-
tenlangen und Doppelbindungen aufgelistet. Die Fettsdaureketten sind unpolar
und damit lipophil bzw. hydrophob, wahrend die polare Kopfgruppe hydrophil
Ist.

Molekiile, die aus einem hydrophilen und einem hydrophoben Anteil bestehen,
bezeichnet man als Amphiphile.



Kurzbez. | vollstandiger Name ‘ R1 ‘ R2 ‘ Ladung ‘
DMPC | Dimyristoyl-Glycero-Phospho-Choline 14:0 | 14:0 0
POPS | Oleoyl-Palmitoyl-Glycero-[Phospho-L-Serine] 18:1 | 16:0 -1
DLPC Dilauroyl-Glycero-Phosphocholine 12:0 | 12:0 0
DOPC | Dioleoyl-Glycero-Phosphocholine 18:1 | 18:1 0
DPPC Dipalmitoyl-Glycero-Phosphocholine 16:0 | 16:0 0
DMPG | Dimyristoyl-Glycero-[Phospho-rac-(1-Glycerol)] | 14:0 | 14:0 -1
DMPE | Dimyristoyl-Glycero-Phosphoethanolamine 14:0 | 14:0 0
OPPC | Oleoyl-Palmitoyl-Glycero-Phospho-Choline 18:1 | 16:0 0

Tabelle 2.1: Bezeichnungen, Kettenlingen und Nettoladungen der verwendeten Phos-
pholipide. R1 bzw. R2 bezeichnet die Linge der ersten bzw. zweiten Kette (R: Rest)
in der Anzahl von C-Atomen. In der Darstellung x : y gibt x die Kettenlinge und y
die Zahl der Doppelbindungen an. Die Nettoladungen verstehen sich in Einheiten der
Elementarladung e~ .

Amphiphile werden sich, wenn moglich, immer so anordnen, dass ihre jeweiligen
hydrophoben und ihre hydrophilen Enden sich nahe kommen. Auf dieser Tatsache
beruht die Fahigkeit der Lipide zur Selbstorganisation (self assembly). In Kon-
takt mit Wasser umgeben sich die polaren Kopfgruppen mit den ebenfalls polaren
Wassermolekiilen, wahrend der Kontakt der unpolaren Fettsaureketten mit Was-
ser mit einem hohen Energieaufwand verbunden ist. Die sogenannte hydrophobe
Energie ist direkt proportional zur Flache des Kohlenwasserstoff-Wasser Kon-
takts, ca. 10.5 kJ/mol nm? [4]. In wissriger Lésung bilden sich daher ab einer
bestimmten Konzentration Aggregate. Bei dieser so genannten kritischen Mizel-
lenkonzentration (critical micelle concentration, CMC) gleicht die hydrophobe
Energie den Entropieverlust gerade aus.

Diese Aggregate haben charakteristische Strukturen von denen hier beipielhaft
einige kurz skizziert werden sollen. Die kleinsten Aggregate werden als spharische
Mizellen bezeichnet. Es sind kugelformige Gebilde aus Lipiden deren Kopfgrup-
pen die Kugeloberflache bilden und die Fettsaureketten im Inneren der Kugel ge-
geniiber dem umgebenden Wasser abschirmen. Andere mogliche Strukturen sind
inverse (bei unpolaren Lésungsmitteln) oder zylindrische Mizellen (Abb. 2.1.2 a),
sowie groBere Aggregate wie z.B. kubische Phasen (b), Doppelschichten (c) oder
Vesikel (d). In Doppelschichten stehen sich zwei Monolagen von Lipidmolekiilen,
die alle gleich ausgerichtet sind, gegeniiber. Dabei zeigen die hydrophoben Koh-
lenwasserstoffketten zueinander, wahrend sie durch die Kopfe gegeniiber einer
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung einiger haufiger Lipidaggregate aus [4]
a): zylindrische Mizellen, b): kubische Phase, c): multilamellare Phase, d): Vesikel.



Wasserschicht abgeschirmt werden. Eine Doppelschicht bildet eine Membran.
Wenn sich mehrere solcher Membranen, jeweils getrennt durch eine diinne Was-
serschicht, zu einem Stapel anordnen, so spricht man von einer multilamellaren
Phase. Die in dieser Arbeit untersuchten Systeme sind der multilamellaren Pha-
se zuzuordnen. Eine geschlossene Membran die ein Wasservolumen vollstandig
umschlieBt wie eine Blase, bezeichnet man als Vesikel. Vesikel konnen entweder
aus nur einer Membranhiille bestehen, oder aus Mehrfachschichten. Entsprechend
werden diese als unilamellare Vesikel oder multilamellare Vesikel bezeichnet. Wel-
che Phase gebildet wird hangt vom Packungsparamter der Lipide aber auch von
den thermodynamischen Randbedingungen wie Konzentration oder Temperatur
ab [5]. Der Packungsparameter der Lipide wird durch die geometrischen und phy-
sikalischen Eigenschaften der Lipide, wie Lange der Fettsdureketten, GroBe der
Kopfgruppe, sowie Polaritdt bestimmt. Kegelformige Molekiile neigen eher zur
Mizellenbildung wahrend zylinderférmige Molekiile eher Doppelschichten bilden.
In dieser Arbeit werden Lipidmembranen, also Lipiddoppelschichten untersucht.
Abhangig von Wassergehalt und Temperatur kénnen diese unterschiedliche Pha-
sen, so genannte lyotrope Phasen annehmen. Abgesehen von Subphasen unter-
scheidet man grob zwischen der Subgel-Phase (L.), der gelartigen Phase (L7)
und der fluiden Phase(L,). In Abbildung (2.3) sind diese, sowie einige wichtige
Subphasen schematisch dargestellt. Die fluide Phase L, ist aus biologischer Sicht
die relevanteste Phase. In ihr sind die Ketten weich und die Lipidmolekiile sind
innerhalb der Schicht frei beweglich und bilden eine zweidimensionale Fliissigkeit.

Den Ubergang von der gelartigen Phase zu der fluiden Phase nennt man
auch den Hauptphaseniibergang. Der Hauptphaseniibergang des in dieser Ar-
beit hauptsachlich untersuchten Lipids DMPC liegt bei voller Hydratisation
bei 23.6°C. [6] Das Phasendiagramm mit der Aufklarung der unterschiedlichen
Strukturen und Zwischenphasen ist schon seit einigen Jahren Ziel intensiver For-
schung [7, 8]. Um aber schon relativ einfache Phasendiagramme, wie das von
DPPC in Abb. (2.3) quantitativ zu beschreiben, sind komplexere analytische und
numerische Methoden der statistischen Physik erforderlich (siehe z.B. [9, 10]). In
den letzten Jahren wurden, auch in Folge immer groBerer und schneller werdender
Rechner, groBe Fortschritte auf dem Gebiet der Molekulardynamik Simulation ge-
macht [11, 12, 13]. Ein anderer Weg zum Verstandnis der Lipidmembranen fiihrt
iiber experimentelle Strukturanalyse der Membranen in unterschiedlichen Bedin-
gungen. Wie in fast allen Gebieten der Physik, ist es gerade das Zusammenspiel
von theoretischen Vorhersagen und Experimenten das Erfolg verspricht.
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung einiger wichtiger, in Phosphocholinen vor-
kommender, lyotroper Phasen: (A): fluid L, (B): gelartig Lg, (C): subgel L.. Sub-
phasen: (D): Ripple-Phase Py, (E): gelartig, verkippt Lg, (F): gelartig, partiell-
interdigitierend. aus [6]

2.1.3 Strukturanalyse von Lipidmembranen

Lipiddoppelschichten, wie sie im vorigen Abschnitt beschrieben wurden, sind iibli-
cherweise zwischen drei und vier Nanometer dick und weisen interne Strukturen
in GroBenordnungen von einigen A auf. Die experimentelle Untersuchung erfor-
dert also Methoden, die auf den entsprechenden Langenskalen sensitiv sind. Da
es sich um biologisch relevante Systeme handelt, sollten diese auch in einem bio-
logisch relevanten Zustand untersucht werden. Bei biologischen Membranen ist
dies die L,-Phase, die, aufgrund der freien Beweglichkeit der Molekiile innerhalb
der Membranebene, auch fluide-Phase genannt wird. Typischerweise untersucht
man hier unter Normaldruck, hoher Luftfeuchtigkeit oder direkt in wassriger Um-
gebung und bei Temperaturen von Raumtemperatur bis um 45°C'. Rasterkraft-
mikroskopische Verfahren, fiir Lipide in der Gel-Phase noch anwendbar, sind auf-
grund der Weichheit der Membranen in der fluiden Phase aber problematisch [14].
Bei elektronenmikroskopischen Methoden werden die Membranen meist durch
Kontrastierungsmaterial, vor allem aber durch die Untersuchung unter unphysio-
logischen Bedingungen wie Hochvakuum entscheidend verandert. Die klassischen
Untersuchungsmethoden zum Studium struktureller Eigenschaften kondensierter
Materie sind die Streuung von Rontgen- und Neutronenstrahlung. Beide Metho-
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Abbildung 2.4: Phasendiagramm von DPPC [6]

den sind beriihrungsfrei und in situ moglich. Streuexperimente kdnnen an Ve-
sikeln in wassriger Losung vorgenommen werden. Die Struktur der Membranen
weist dann keine ausgezeichnete Richtung aus, die Proben sind unorientiert. Im
Zusammenhang mit Streuexperimenten spricht man auch von Pulverproben, da
die Strukturen wie bei einem kristallinen Pulver isotrop in alle Raumrichtungen
verteilt ist. Durch verschiedene Praparationsverfahren ist es dariiber hinaus auch
moglich Membranen zu orientieren. Dabei sind die Membranen meist durch ein
Festkorper-Substrat unterstiitzt. Zur Untersuchung in Streuexperimenten bieten
orientierte Membranen gegeniiber unorientierten Vesikeln entscheidende Vorteile.
Durch die Orientierung der Probe ist es moglich den reziproken Raum in zwei
Dimensionen zu erfassen (siehe Kapitel 3). Durch die Trennung von spekularer
und diffuser Streuung kann zwischen lateralen und vertikalen Strukturen klar un-
terschieden werden. Multilamellare Systeme sind hier besonders interessant, weil
sie im Vergleich mit Einzelmembranen ein starkeres Streusignal geben.

2.1.4 Systeme festkorpergestiitzter Lipidmembranen

Unilamellare Vesikel kommen sicherlich der gangigen Vorstellung von einer Zell-
membran am nachsten. Festkorpergestiitzte Membranstapel scheinen auf den
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ersten Blick weit von der biologischen Zellmembran entfernt zu sein. Sicher-
lich ist der Einfluss eines festen Substrates auf eine Membran nicht generell
zu vernachlassigen, jedoch kann man auch gerade dadurch iiber die Eigen-
schaften der Membran lernen. Nicht zuletzt stellen membranbeschichtete Ober-
flachen ein interessantes System fiir neue Materialien dar. Daher ist die Herstel-
lung von substratgestiitzten Membranen selbst seit einiger Zeit Objekt der For-
schung geworden. Es gibt derzeit verschiedene Methoden Lipidmembranen auf

b)

o
It
[HE

Abbildung 2.5: Drei verschiedene Systeme festkdrpergestiitzter Membranen: a) Einzel
und Doppelmembranen, b) Oligo-Membranen, c) Multilamellare Stapel

Festkdrper-Oberflachen zu fixieren. Phospholipide kénnen chemisch beispielswei-
se liber Thiolgruppen auf Goldoberflichen verankert werden [15, 16]. In den mei-
sten Verfahren werden die Membranen aber nicht chemisch an das Substrat ge-
bunden sondern allein durch physikalische Wechselwirkung. In dieser Arbeit wird
die Untersuchung auf solche Systeme beschrankt. Durch verschiedene Praparati-
onsverfahren (Kapitel 4) ist es moglich unterschiedlich dicke Membranstapel auf
Substrate aufzutragen. Dabei ist anhand der unterschiedlichen Anzahl an Mem-
branen zwischen drei Systemen zu unterscheiden (Abb. 2.5). Sehr dicke Stapel
von einigen hundert bis tausend Membranen bieten fiir Streuexperimente den
Vorteil eines hohen Streusignals. Zudem wird der (stérende) Einfluss des Sub-
strates mit dem Abstand davon nachlassen. Durch die Mittelung in Streuexpe-
rimenten iiber viele hundert Schichten werden solche Randeffekte vernachlassig-
bar. Derartige Systeme zeichnen sich auch durch ein hohes MaB an Orientie-
rung aus (Fehlorientierungen liegen in der GréBenordnung von 1/100° [17]). Die
Gesamtdicke der Membranstapel unterliegt jedoch meist einer breiten Vertei-
lungsfunktion iiber die Probenflache, so dass keine einheitliche Dicke zugeordnet
werden kann (Abb.2.5 c)). Dies ist fiir die quantitative Auswertung der Expe-
rimente haufig storend. Diese Membransysteme werden im folgenden auch als
,dicke Proben" oder ,multilamellare Stapel" bezeichnet.

Bei sehr diinnen Schichten, bestehend aus Einzel- oder Doppelmembranen, hat
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man meist sehr gut definierte Systeme. Jedoch muss davon ausgegangen werden,
dass beispielsweise Fluktuationen durch das Substrat stark unterdriickt werden
(Kap.(2.2)). Die Membran wird so entscheidend verdndert. Eine interessante
Alternative zu den genannten Systemen stellen Oligo-Membranstapel dar. Sol-
che Stapel, bestehend aus ca. zehn Membranen auf einem Substrat, sind fiir
Streuexperimente interessant, weil die periodische Struktur der Stapel nicht so
dominant ist wie bei sehr dicken Filmen, wobei sie aber trotzdem ein starke-
res Signal abgeben als Einzelmembranen. Der Einfluss des Substrates ist auch
hier nicht vernachldssigbar, jedoch spiegelt ein strukturreiches Streubild diesen
wieder. Insbesondere in spekularer Reflektivitat (siehe Kap. 3) ist das Streubild
nicht reduziert auf intensive und scharfe Reflexe, sondern enthalt kontinuierliche
Strukturen im gesamten ¢.-Bereich des Streuvektors. Die intrinsischen Breiten
der Reflexe kénnen hier experimentell gut aufgeldst werden. Kleine Effekte an
der Reflexbreite und des Profils, die zum Beispiel durch die Fluktuationen der
Membranen hervorgerufen werden, werden messbar.

Aufgrund der vielféltigen Informationen die aus den Streuexperimenten gewon-
nen werden konnen muss das Modell zur Beschreibung entsprechend komplex be-
handelt werden. Der Einfluss des Substrates muss theoretisch sorgfaltig beriick-
sichtigt werden. Fiir ein Verstindnis dieser Fragen ist es notwendig, sich so-
wohl genauer mit den Kraften, die zwischen den Membranen wirken, auseinander
zusetzen, als auch eine Betrachtung der Korrelationsfunktionen beziiglich der
Membran-fluktuationen zu beriicksichtigen.

2.1.5 Praparation von festkorpergestiitzten Lipidmembra-
nen

Grundlage fiir Strukturuntersuchungen an festkorpergestiitzten Membranen ist
eine geeignete Praparationsmethode, um solche Systeme herzustellen. Es gibt
verschiedene Verfahren mit denen Membranfilme in unterschiedlichen Dicken her-
gestellt werden konnen. Diinne Filme von Einzel- oder Doppelmembranen konnen
mit den bekannten Methoden nach Langmuir-Blodgett und Langmuir-Schaeffer
[18, 19, 20], oder durch eine Vesikelfusion (engl. vesicle fusion) hergestellt werden
[21]. Dicke Filme von einigen hundert bis tausend Membranen kénnen durch das
Spreiten (engl.spreading) aus organischer Losung [22] hergestellt werden. Alle
Methoden basieren auf der Fahigkeit der Lipide zur Selbstorganisation in Verbin-
dung mit einem hydrophilen oder hydrophoben Substrat. In den Methoden nach
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Langmuir-Blodgett und Langmuir-Schaeffer werden, auf einer Wasseroberflache
schwimmende, Monoschichten von Lipiden auf ein hydrophiles Substrat aufge-
tragen. Durch Wiederholung und Tauchvorgange kénnen so iiblicherweise bis zu
zwei Doppelschichten aufgetragen werden. Diese Methode hat den Vorteil, dass
die Lipide wahrend des ganzen Praparationsprozesses in wassriger Umgebung
sind und so keine Anderungen in der Molekiilkonformation zu erwarten sind. Da-
durch, dass die einzelnen Monoschichten getrennt aufgetragen werden, ist es auch
moglich asymmetrische Membranen zu préaparieren [23]. Jedoch lassen sich aus
Phospholipiden mit dieser Methode kaum mehr als zwei Membranen herstellen,
da die Defektdichte mit jeder Monolage zunimmt und der Grad der Bedeckung
stark nachlisst. Ahnliches gilt fiir die Methode der Vesikelfusion. Hier wird in
einem Wasserbad eine erste Lipidlage auf dem Substrat adsorbiert. Weitere La-
gen konnen durch Verschmelzung unilamellarer Vesikel mit dieser bestehenden
Lipidlage enstehen.

Die Methode des Spreitens aus organischer Losung ist fiir dicke Lipidfilme gut
etabliert [22, 24, 17, 25]. Dabei werden Lipide in bestimmter Konzentration in ei-
nem organischen Losungsmittel gelost und auf ein hydrophiles oder hydrophobes
Substrat pipettiert. Durch langsame und kontrollierte Verdunstung des Lésungs-
mittels bilden sich sehr gut orientierte Membranstapel mit Fehlorientierungen
(Mosaizitat) in der GréBenordnung von 0.01° [17, 14]. Die Dicke der daraus ent-
stehenden Lipidfilme liegt iiblicherweise zwischen einigen hundert und wenigen
tausend Membranen. Durch die Konzentration der Lésung und die verwendete
Menge kann die Dicke in diessm Rahmen variiert werden. Es ist jedoch unmaoglich
eine genau definierte Anzahl von Membranen herzustellen, oder {iberhaupt einer
Probe zuzuordnen. Die Gesamtschichtdicke einer Probe variiert iiblicherweise sehr
stark liber die gesamte Probenflache.

Fiir die Praparation von Oligo-Membranen war bisher keine Methode bekannt.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Verfahren entwickelt, in dem die Metho-
de des Spreitens mit dem fiir Polymerbeschichtungen sehr verbreiteten [26]
Lackschleuder-Verfahrens (engl. Spin-Coating) kombiniert wurde [27]. Damit
konnten erstmals Lipidfilme von ca. zwei bis ca. 30 Membranen auf Substraten
hergestellt werden. Dazu werden die Lipide in einem organischen Lésungsmittel
gelost und auf ein hydrophiles oder hydrophobes Substrat pipettiert, welches mit
einer Belackungsschleuder in Rotation versetzt wird (siehe Kap. 4.1.2). Durch
Variation der Lésungskonzentration und der Rotationsfrequenzen ist es moglich,
die Anzahl der Membranen in den Filmen zu kontrollieren. Die so praparierten
Filme zeichnen sich durch eine hohe Homogenitdt und eine sehr geringe Mo-
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saizitdt (= Grad an Fehlorientierung) dhnlich den gespreiteten Proben aus. Die
genaue Vorgehensweise und eine Charakterisierung der Proben werden in Kapitel
4.1.2 ausfiihrlicher beschrieben.

2.2 Lipidmembranen als smektische Phase

2.2.1 Fluktuationen einer Membran

Theoretisch lassen sich multilamellare Lipidmembranstapel in der L, Phase als
in zwei Dimensionen isotrope Schichten beschreiben. Senkrecht zu den Schich-
ten ist die Symmetrie gebrochen. Es handelt sich also weder um eine Fliissigkeit
noch handelt es sich um einen kristallinen Festkorper, da dieser ausschlieBlich
gegenliiber diskreten Symmetriegruppen invariant ist. Man spricht hier von einem
Fliissigkristall [28, 29]. Flussigkristalle unterscheidet man nach ihrer Struktur in
cholesterolische, nematische und smektische Phasen. Scheibenformige Molekiile
aggregieren eher zu cholesterolischen Phasen, stabchenférmige Molekiile bilden
nematische oder smektische Phasen. Nematische Flissigkristalle zeichnen sich
dadurch aus, dass sich die Molekiile in translatorischer Unordnung befinden. Die
Rotation der Molekiile ist jedoch stark anisotrop. Alle Molekiile haben die glei-
che mittlere Orientierung im Raum. In einem smektischen Fliissigkristall sind die
Molekiile zusatzlich zu Schichten angeordnet, innerhalb derer sich die Molekiile
jedoch frei bewegen konnen. Zu der Anisotropie beziiglich der Rotation kommt
also hier ein eindimensionale Anisotropie beziiglich der Translation. Je nach Ori-
entierung der Molekiile in den Schichten unterscheidet man wiederum zwischen
den Klassen smektisch A (Molekiile parallel zur Normalen der Schichtebene)
und smektisch C (Molekiile gegeniiber der Schichtnormalen gekippt). Die in die-
ser Arbeit untersuchten, multilamellaren Lipidstapel gehoren zum Typ smektisch
A. Eine Membran mit den angrenzenden Wasserschichten bildet eine Schicht
des smektischen Fliissigkristalls. Die Dicke der Wasserschicht dy zwischen zwei
Membranen wird durch ein Gleichgewicht von repulsiven und attraktiven Kraften
(siehe unten) bestimmt. Die Struktur ist also in dieser Dimension periodisch mit
der Periode d. Lateral (in der Membranebene) zeichnen sich die Lipidmolekiile
durch eine hohe Diffusionskonstante aus. Aus der Festkorper-Theorie ist bekannt,
dass Systeme von eindimensionaler Ordnung unter Berlicksichtigung thermischer
Fluktuationen keine langreichweitige Ordnung besitzen [28]. Diesen Sachverhalt
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nennt man Landau-Peierls Instabilitdt. Um die Stabilitat eines solchen Fliissigkri-
stalls zu beschreiben, muss man die elastische Verformungsenergie betrachten.
Die Scherelastizitat verschwindet aufgrund der lateralen Mobilitdt der Molekiile.
Dagegen ist die Biegeelastizitat fiir die Konformation von Membranen wesent-
lich [30, 31]. Die freie Energie pro Flachenelement einer Membran ldsst sich in
Entwicklung bis zur zweiten Ordnung der Kriimmung schreiben als [32]

2
f=2y+ 0.5@(14;%0) + 26(M — My) + &G, (2.1)
0
mit der Grenzflachenenergie . Dabei stellt sich die mittlere Flache pro Kopf-
gruppe Ag so ein, dass f minimiert wird, - die erste Ordnung fallt also weg.
Die Kompressibilitat der Lipide innerhalb der Membran ist, mit typischerweise
Kg ™ O.BkBT/AQ, so groB, dass der zweite Term vernachlassigt werden kann. Es
bleiben die Terme der GauBschen Krimmung G = 1/(R;R3) und der mittleren
Krimmung M = 0.5(1/R; + 1/Ry) mit den Hauptkriimmungsradien R; und
R5. Die Koeffizienten s und & lassen sich aus dem molekularen Aufbau der Li-
piddoppelschicht herleiten [33]. Fiir eine Membran der hydrophoben Kettenlange
lo und der mittleren Flache pro Kopfgruppe Aq erhalt man

KX —=. (2.2)

Im Fall von geladenen Membranen muss ein elektrostatischer Anteil addiert wer-
den [34, 35]:

213
o\
r—D

5k = (2.3)

€H,0

mit der Oberflachenladungsdichte o, der Debye-Hiickel Lange Ap und der Dielek-
trizitatskonstante fiir Wasser ej,0. Das Konzept der Biegeelastizitat ist schon seit
einigen Jahren durch quantitative Experimente an Membranen [36] und Vesikeln
[37, 38, 39] experimentell gut bestatigt. Nun verschwindet nach dem Theorem
von GauB und Bonnet jedes Integral iiber eine geschlossene Flache vom Genus
0, so dass man fiir Membranen ohne Poren und Rander nur den vorletzten Term
der Gleichung 2.1 beriicksichtigen muss.

In dieser Arbeit werden keine isolierten Einzelmembranen untersucht, son-
dern multilamellare Systeme. Thermische Fluktuationen fiihren nun neben
Kriimmungsmoden auch zu Dichteschwankungen, also lokaler Kompression und
Dekompression durch Schwankungen des Membranabstandes. Die freie Energie
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des Lipidmembranstapels 13Bt sich dann in Analogie zum dreidimensionalen smek-
tischen Fliissigkristall behandeln. Sie setzt sich zusammen aus der freien Energie
des Volumens und einem Oberflichenbeitrag. Im Grenzfall eines unendlich aus-
gedehnten Membranstapels kann man die Oberflachenterme vernachladssigen und
die freie Energie in Kontinuumsnaherung angeben. Im folgenden Abschnitt soll
dieser Grenzfall mit den Auswirkungen auf die lokalen Fluktuationsamplituden
etwas naher beleuchtet werden.

2.2.2 Fluktuationen multilamellarer Membranen im Volu-
men (bulk)

In Kontinuumsnaherung lasst sich die lineariserte freie Energie im Volumen eines
smektischen Fliissigkristalls in der Monge-Darstellung schreiben: [28, 29]

F 1[B<8u(r||,z)

14 0z )2 + K (Vyu(ry, Z))Q]- (2.4)

Vo2

z
Un(X,Y,Z)
Z=(N-1)d b NN
N\ P ,
—_ £\ § N\
z=d D
M

Abbildung 2.6: Die freie Energie eines Membranstapels wird in Koordinaten der lokalen
Auslenkungen der Membranen aus der Gleichgewichtslage in z-Richtung beschrieben.

Fluktuationen werden dabei als lokale Auslenkungen der Membran aus der Gleich-
gewichtslage in z-Richtung uw = wu(r|, 2) ausgedriickt (sieche Abb. 2.6). Da die
Schichten in xy-Richtung isotrop sind, kdnnen die lateralen Koordinaten zu
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7 = \/@? 4+ y? zusammengefasst werden. Die freie Energie ist charakterisiert
durch die elastischen Konstanten, den Biegemodul K[J/m?] und den Kompres-
sionsmodul B[J/m]. K ist proportional zur Biegesteifigkeit « einer einzelnen
Membran K = k/d mit dem lamellaren Gleichgewichtsabstand d als Proportio-
nalitatsfaktor. Nach Fouriertransformation in drei Dimensionen lautet das Freie-
Energie-Funktional

1
F= §(Bq3 + Kqjj)u*(q). (2.5)
mit ¢ = /q2 + ¢2. Durch Anwendung des Gleichverteilungssatzes folgt

kT

(u*(q)) = m- (2.6)

Fiir das mittlere Auslenkungsquadrat (u*(r = 0)) einer Membran erhilt man

kT 1
2 o 3
0 = G / PO (2.7)
kBT Gmaz
1 :
4mv BK n( )

wobei ¢uar = 2m/ag und @i = 27/S durch den intermolekularen Abstand

Q

Gmin

ap und die laterale Probenausdehnung S gegeben sind. Entsprechend kann die
vollstandige Korrelationsfunktion® G(ry, z) = (exp(igo[u(r)|, z) — u(0,0)])) be-
rechnet werden (siehe z.B. [40] und [41])

2

G(r), z) = exp(—8nl’) (%)n : exp[ —nk (%)] (2.8)

Hierbei wurden die so genannte de Gennes“sche-Eindringtiefe A = /K /B und
der Caillé-Parameter i = = £L. [40] eingefiihrt. I bezeichnet die Eulerzahl und

2 BAL
E,(z) das Exponentialintegral [42]

Ei(z) = /too dt‘%t. (2.9)

=T

Man beachte, dass der Ursprung des Koordinatensystems im Volumen nicht fest-
gelegt ist. Die Koordinaten beziehen sich also auf die relative Lage zu einem

!Diese Definition der Korrelationsfunktion beruht auf der Originalarbeit von Caillé [40]. In
den folgenden Kapiteln wird mit g(r|, z) = ([u(r, z) — u(0,0)]?) eine andere Definition der
Korrelationsfunktion verwendet.
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willkiirlichen Ursprung. Diese Darstellung der Fluktuationen auf Basis der li-
nearisierten freien Energie in Kontinuumsnaherung bildet die Grundlage des so
genannten Caillé-Modells [40] zur Beschreibung des Strukturfaktors in Streuex-
perimenten. Theoretisch lassen sich dadurch die elastischen Konstanten K und
B durch Linienprofilanalyse bestimmen. Experimente an hochorientierten Mem-
bransystemen bei partieller Hydratisation zeigten eine Unterdriickung des Landau-
Peierls-Effekts [25]. Damit lassen sich die elastischen Konstanten auch nicht di-
rekt bestimmen. Neben dem Einfluss statischer Defekte auf die Fluktuationen
muss auch der Einfluss des flachen Substrates und der partiellen Hydratisierung
beriicksichtigt werden [32].

2.2.3 Fluktuationen festkorpergestiitzter Lipidmembranen

Die Beschreibung der Oligo-Membranstapel erfordert zusatzliche Betrachtungen,
da die Membranen in dem Stapel einem unterschiedlich starken Einfluss des Sub-
strates unterliegen. Durch das flache, starre Substrat werden die Fluktuationen
an der Substrat-Lipid Grenzfliche unterdriickt. Die Korrelation der Fluktuatio-
nen hangt somit nicht nur von den relativen Koordinaten zweier Membranen
ab, sondern auch von der absoluten Lage der Membran bezogen zum Substrat.
Durch das Substrat ist ein Nullpunkt festgelegt. Auch ist die reine Betrachtung in
Kontinuumsnaherung fiir Oligo-Membranstapel, die aus nur wenigen Membranen
bestehen, in Frage zu stellen. Im folgenden wird, speziell fiir die in dieser Arbeit
untersuchten Oligo-Membranen, ein Modell zur Beschreibung der Fluktuationen
in festkorpergestiitzten Membranen hergeleitet [43]. Wir betrachten einen Stapel
von N Membranen auf einem festen Substrat in Wasser. Die Membranen haben
untereinander den Gleichgewichtsabstand d. Man beginnt mit der freien Energie
in Kontinuumsnaherung. Im Unterschied zu der obigen Betrachtung werden jetzt
die Oberflachenbeitrdge der freien Energie beriicksichtigt. Zu dem bekannten
Volumen-Term (2.4) wird ein Oberflachenterm mit der Oberflachenspannung ~
addiert (Vergl. [44, 45, 46]). Das Freie-Energie-Funktional lautet dann

2
Fo= 4 fpdr[B(5) 4 K(Ajulry, 2)] (2.10)
+3 Jg dry (Vyu(ry, L)*.
L = n-d ist hierbei die z-Koordinate der Grenzflache von Membranstapel zu Was-

ser. Der Beitrag der unteren Grenzflache zwischen Substrat und Membranstapel
bei z = 0 verschwindet, da die Fluktuationen hier durch das flache Substrat
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unterdriickt werden und das Substrat selbst als 0-te Membran mit u(r),0) = 0
beriicksichtigt wird. Einem Ansatz von Poniewierski und Hotyst [46] folgend,
sollen die Deformationen in unabhangige Moden zerlegt werden. Nach Fourier-
transformation von u(r)|, z) in der Ebene der Membranen:

u(ry, 2) \/—ZeXp —~iqry)ulg), 2), (211)

q]|

lasst sich die freie Energie als Summe F' = Z Fy, schreiben mit:

1 [t du(qy,
by, 25/0 dZ[B’%FJFKqH’U(QL, 2)]] + %qﬁ\u(q”,L)F. (2.12)

Durch geeignete Wahl der Randbedingungen kdnnen die Oberflachenterme eli-
miniert werden. In diesem Fall, da das angrenzende Medium an der Grenzflache
z = L Wasser ist, kann die Oberflichenspannung v = 0 angenommen werden
[47, 35, 48, 49]. Die Randbedingungnen fiir u(q_, z) lauten dann:

U(I'H,O) = 0 (213)
au(rn,z)

1 = 0.
02‘L

u(qy|, z) kann dann in ein System von N orthonormalen, harmonischen Funktionen
fn(2) entwickelt werden:

u(qy, 2 25% Q) fn(2 (2.14)

Die Summation geht iiber N unabhangige Moden, wobei der diskrete Charakter
der N Membranen in das Modell eingeht. Fiir die gegebenen Randbedingungen

lauten die f,(2):
£a(2) = \/%sm(%; 17%). (2.15)

nach Anwendung des Gleichverteilungssatzes kann wieder die Korrelationsfunkti-
on C(q), 2,2") = (u(qy, 2)u(—qy, 2')) berechnet werden zu:

Q||’Z Z an fn |5un(q||>| > (216)
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Die Amplituden sind gegeben durch:

kgT
(LI CT) [ p— (2.17)
I B(Q - 1Z>2 +KQﬁ
kgT 412 1

B (2n —1)2m2 1+ (&q)*

wobei £2 = (225?”, und A = \/K/B eingefiihrt wurden. Nach Riicktransfor-
mation in den Realraum und fiir den Fall r; =0 lautet die Korrelationsfunktion
dann [43]

N-1
d 1 o 2n—1 2z 2n—1 2
C(0,2,2) =n(=)? sin( m— ) sin( T—), (2.18)
s 2n — 1 2 L 2 L
n=1
. _ E k/'BT . . ,_ .
wobei n = § 555 wieder der Caillé-Parameter ist.
025 ; : : . T
1
- - N=40 7
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Abbildung 2.7: Korrelationsfunktion C(0,n,n) fiir die n-te Membran in einem Stapel
von N Membranen auf einem Festkorpersubstrat

In drei Dimensionen lautet die Korrelationsfunktion [43]:

2 N
C(T, Z, Z,) = (%) Zn:l (2ni1)7r

2n—1

sin (25072) sin (2527 5) M (&) | (2.19)
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Abbildung 2.8: Die Funktion M (x)
[43]

wobei die Funktion M durch die Meijer G Funktion ausgedriickt werden kann:

Jo(q:L‘) 1 04 LU4
= d =-G — ‘ 11 2.20
M (ZL') /0v qq 1 q4 4 01 256 0,5,5,0 ( )

Zur Verdeutlichung der diskreten Struktur des Membranstapels soll die Korrela-
tionsfunktion im folgenden mit C\, ,,(r|) = C(r),2 = md, 2’ = nd) bezeichnet
werden.

Von Shalaginov und Romanov [44] wurde, ebenfalls von dem kontinuierlichen
Freie-Energie-Funktional Gleichung (2.4) ausgehend, ein Modell fiir die Fluktua-
tionen in Abhangigkeit der Oberflichenspannungen an den beiden Grenzflachen
Yo und 7 hergeleitet. Dabei wird in 3-Dimensionen Fourier-transformiert und
iiber die Wellenlangen der Fluktuationen lateral integriert. Das Ergebnis ist stark
abhangig von den Integrationsgrenzen, welche durch den lateralen Molekiilab-
stand ag und die Probenausdehnung S bestimmt sein sollen. Fiir eine bestimmte
obere Grenze 27 /aq und die Oberflachenspannungen vy = oo und v, = 0 stimmt
das Ergebnis von Shalaginov und Romanov mit dem oben hergeleiteten Ergebnis
iiberein. Durch die Diskretisierung und die Summation iiber N unabhangige Mo-
den ergibt sich im oben beschriebenen Modell das Problem der Integrationsgren-
zen nicht. Ein Vorteil dieses Modells liegt auch in der einfachen Berechenbarkeit,
besonders fiir den spekuldren Fall (Gleichung 2.18).
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2.3 Wechselwirkungen zwischen Membranen

Die Periode d im multilamellaren Membranstapel ist bestimmt durch ein Gleich-
gewicht repulsiver und attraktiver Krafte. Auch die elastischen Eigenschaften
wie zum Beispiel der Kompressionsmodul B hangen von den Potentialen ab. Im
diesem Abschnitt sollen die einzelnen Beitrage zum Wechselwirkungspotential
zwischen zwei benachbarten Membranen naher bterachtet werden. Nach einem
zusammenfassenden Abschnitt iiber das Gesamtpotential und die Folgerungen
daraus wird eine Methode zur Bestimmung der Potentiale mit osmotischem Druck
vorgestellt. Alle Potentiale sind Funktionen der Wasserschichtdicke zwischen den
Membranen. Fiir die Bestimmung der Wasserschichtdicke gibt es verschiedene
Konventionen, die sich in unterschiedlichen Potentialparametern dussern. Das
Kapitel schliesst mit einem Abschnitt, in dem diese verschiedenen Definitionen
erlautert werden.

2.3.1 Wechselwirkungspotentiale

Van der Waals Potential

Die Van der Waals Wechselwirkung resultiert auf molekularer Ebene aus dem
Einfluss gegenseitig induzierter Dipolmomente. [5]. Die aufwindige Herleitung
erfolgt liblicherweise iiber die Lifshitz-Theorie [50]. Der allgemeine Fall der Wech-
selwirkung zweier Schichtsysteme iiber eine Grenzschicht wurde von Parsegian
und Ninham hergeleitet [51]. Darauf beruht die ausfiihrliche Betrachtung von
Fenzl [52] fiir den Fall der Wechselwirkung zwischen zwei Membranen. Die fol-
gende Darstellung orientiert sich in wesentlichen Teilen an Fenzls Betrachtung.
Das Potential zwischen zwei Membranen wird berechnet fiir das vereinfachte
System zweier, durch eine Wasserschicht der Dicke dj getrennte, Kohlenwasser-
stoffschichten der Dicke a, die zwei Halbraume, bestehend aus Wasser, abgrenzen
(siehe Abb. 2.9). Die Kohlenwasserstoffschichten stellen die Acylketten der Lipi-
de einer Membran mit der hydrophoben Dicke a dar. Die polaren Kopfgruppen
der Lipide werden aufgrund ihrer dielektrischen Eigenschaften in diesem Modell
der Wasserschicht zugeordnet. Der Abstand dj, der Schichten bezeichnet also die
hydrophile Dicke dj, = dy; 4 2dj, als Summe der eigentlichen fliissigen Wasser-
schichtdicke df; und der zweifachen Kopfgruppendicke d;, der Lipide. Das Van
der Waals Potential wird summiert iiber Beitrage in Abhangigkeit der tempera-
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dw

H-0

dn

Abbildung 2.9: Modellsystem fiir die Berechnung des Van der Waals Potentials zwi-
schen zwei Membranen.

turabhingigen Schwingungsfrequenzen w,, = 2wkgTn/h

kgT
Vde(dh, 8Bd2 Z/ dr x (221)

[t - (T gayay ) o]

wobei A, = (eg,0(wn) — €cmy(wn))/(€mo(wn) + €cm,(wy)) die relative Dif-
ferenz der (frequenzabhingigen) Dielektrizitatskonstanten €(w,,) beider Medien?
bezeichnet. 7, ist gegeben durch 2d, /€p,owy/c. Der Strich " in der Summe von
Gleichung 2.21 bedeutet, dass der Term n = 0 mit 1/2 zu multiplizieren ist. Das
Potential lasst sich aufspalten in einen statischen Anteil Fjy zu wy = 0 und einen
dispersiven Anteil Fy;; fiir w, > 0. (Siehe Abbildung 2.10)

Der statische Anteil wird fiir kleine Membranabstande oft durch die Naherung

2 Fiir Berechnungen wurden die Dielekrizitdtskonstanten durch ein einfaches Oszillatormo-
dell parametrisiert, mit

€w) =1+Cu(l+ (W/wu)?)™ w>0
e(w) = €(0) w=0.
Fiir Wasser ist Cy, = 0.755,wy, = 1.91016rads1,€(0) = 80, fiir den Kohlenwasserstoff

wurde Tetradecan, den 14-C atomigen Ketten der DMPC Molekiile entsprechend gewdhlt mit
Cuvp = 1.01,wy, = 1.8510'0rads™1, €(0) = 2 [53].
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Abbildung 2.10: Absolutbetrag des statischen (Gleichung 2.21)und des dispersiven
(Gleichung 2.26 ) Van der Waals Potentials fiir salzfreie Systeme®. Berechnung fiir
a=25A dy=9A und T=313 K.

zweier, durch eine diinne Wasserschicht getrennter Halbraume aus Kohlenwas-
serstoff ausgedriickt. Es gilt dann mit dj, — 0 [52]:

Hsmt(lDH)kBTi

Vo(dh, T) = 127 d?’
h

(2.22)

wobei Hgq(lpy) die statische Hamakerkonstante bezeichnet. Durch die
Abhangigkeit der Debeye-Hiickel-Lange lpy hangt auch Hgy, von einer Elek-
trolytkonzentration in der Wasserschicht ab. Wenn die Wasserschicht pro Ein-
heitsvolumen n; lonen der Sorte i und der Ladung ¢; enthélt, ist die Debeye-
Hiickel-Lange gegeben durch [54]

1/2

Im Grenzfall hoher Elektrolytkonzentrationen, wenn Ipy/d, < 1 gilt fir die
statische Hamakerkonstante [54]

2d
Hear(lps) = Hsmt(oo)e:cp(—ﬁx (2.24)
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Abbildung 2.11: Absolutbetrag des statischen Van der Waals Potentials® berechnet
nach 2.21 im Vergleich mit der Halbraumnaherung 2.22 mit Hgq = —0.6.

mit der statischen Hamakerkonstante in salzfreien Systemen [52]

Hstat(oo) = -

i (Aé)j. (2.25)

Jj=1 J

o | oo

Der statische Anteil des Van der Waals Potentials wird also in stark elektrolyt-

haltigen Systemen unterdriickt, wohingegen er in salzfreien Systemen dominiert
(vgl. Abb. 2.103)[54].

Fiir den dispersiven Anteil gilt die Bedingung (Siehe FuBnote ? auf der vorhe-
rigen Seite) A2 < 1. Der Faktor (1 — AZexp(—ax/dy))~? in Gleichung (2.21)
kann dann vernachlassigt werden und nach Entwicklung des Logarithmus bis zur

3 Der statische Anteil wurde berechnet durch den Term n = 0 von Gleichung (2.21). Fiir
die numerischen Integration wurde eine obere Grenze von 100 gewahlt. Der dispersive Anteil
wurde berechnet mit Gleichung (2.26), wobei die Summe nach dem 200. Glied abgebrochen
wurde. Fiir alle Berechnungen wurde a = 25 A und d, = 9 Aangenommen
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Abbildung 2.12: Absolutbetrag des dispersiven Van-der-Waals-Potentials berechnet?
nach Gleichung 2.26 im Vergleich mit der Berechnung nach Gleichung (2.27) mit
Hgys = —0.75.

ersten Ordnung folgt [52]

k T oo/
Viaw (dp, T) = — #ZM{(HW@W(—W (2.26)
h n=0

- 2 §1++a%1ih)rn exp(—(1+a/dy)rn)
1+ (14 2a/dy)r,

1 + Qa/dh

+ exp(—(l + 2a/dh)7ﬂn)}'

Mit der Bedingung w,, = 0 oder d;, = 0 folgt aus 2.26 eine in der Literatur
[55, 56, 57] haufig verwendete Form des Potentials

Hy kT 2 1
Viia(dp) = - + 227
ais (n) 167d2 (1+a/dy)? " (14 2a/dy)? (2:27)
mit der dispersiven Hamakerkonstante Hy;s = 2> °7 A2 [52].
Durch die Bedingung w, = 0 ist der statische Anteil definiert. Fiir ein

Kohlenwasserstoff-Wasser-System gilt jedoch Ag ~ (80 — 2)/(80 + 2) = 0.95
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was nur wenig kleiner als 1 ist. Die Voraussetzung fiir 2.26 ist also fiir den sta-
tischen Fall nicht erfiillt und damit die Naherung 2.27 nicht giiltig (vergl. [52]).
Der dispersive Anteil hingegen wird durch Gleichung (2.27) gut angenihert (Abb.
(2.12)).

Zusammenfassend lasst sich der statische Anteil fiir Wasserschichtdicken von
10—2004 durch die Halbraumniherung mit einem groBen Fehler <30% annshern.
Wie aber aus Abb. 2.11 ersichtlich, weicht die Steigung in der Halbraumnahe-
rung (2.22) stark von der Steigung aus Gleichung (2.21) ab. Fiir die Berechnung
des Druckes und hoherer Ableitungen sollte deshalb auf Gleichung 2.21 zuriick-
gegriffen werden. Fiir den dispersiven Anteil kann die Ndherung 2.27 verwendet
werden. In dieser Arbeit wurde der statische Anteil des Van der Waals Potentials
durch den Term n=0 der Gleichung 2.21 berechnet. Der dispersive Term wurde
nach Gleichung 2.26 berechnet®. Das zur Berechnung verwendete Mathematica
Skript ist in Anhang B zu finden.

Hydrationspotential

Aus Messungen der lamellaren Periode d in multilamellaren Vesikeln bei verschie-
denen osmotischen Driicken wurde die Existenz einer kurzreichweitigen repulsiven
Wechselwirkung postuliert [58, 59]. Der hydrophile Charakter der Phospholipide
fihrt zu einer Absenkung der freien Energie, wenn die hydrophilen Kopfgrup-
pen mit Wasser umgeben sind. Die Ausbildung einer endlichen Wasserschicht
zwischen den Membranen wird begiinstigt. Dies fiihrt zu dem Auftreten der so-
genannten Hydrationswechselwirkung. Sie wird durch den empirischen Ansatz

Viga(dy) = Hoe™ %/ (2.28)

mit H, typischerweise in der GroBenordnung von wenigen kgT A2 und \j, ~ 24
beschrieben [57]. Die theoretische Beschreibung der Wechselwirkung wird noch
immer kontrovers diskutiert. Der empirische Ansatz ist jedoch gut bestatigt.

Geladene Membranen und Poisson-Boltzmann-Gleichung

Natiirliche Membranen bestehen haufig aus geladenen Lipiden, also aus Lipiden
deren Kopfgruppe eine Ladung tragt. Diese Ladung wird von mehr oder weniger
gebundenen Gegenionen (z.B. Na™, K) ausgeglichen so, dass die Membranen
makroskopisch neutral sind. Wenn sich diese geladenen Lipide zu Doppelschich-
ten in Multilamellaren Systemen ausbilden, sind diese Gegenionen in der Wasser-
schicht zwischen den Membranen gelost. Die Verteilung der Gegenionen in der
Wasserschicht wird durch die Poisson-Boltzmann Gleichung beschrieben [5, 51].
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Die Ladungstragerkonzentration in der Wasserschicht fiihrt zu einer Erhohung
des osmotischen Druckes zwischen den Membranen. Dadurch wird eine star-
ke Repulsion ausgelibt. Das repulsive Potential zwischen geladenen Membranen
resultiert daher nur indirekt von einer elektrostatischen Kraft. Es ist vielmehr
entropischer Natur. Fiir den Fall zweier, gleichmaBig negativ geladener Platten
der Flachenladungsdichte o, welche durch eine Wasserschicht mit positiven Ge-
genionen getrennt sind, lasst sich eine einfache Losung der Poisson-Boltzmann
Gleichung in Mean-Field-Theorie angeben [60, 61, 62]. Fiir hohe Ladungsdichten
und groBe Abstande gilt fiir die Wechselwirkungsenergie der Platten pro Einheits-
flache

w2 kT 1 1
V(dy) = 1= 2 2.29
() =374 oLodn | oLody) (2.29)
[62] mit der Bjerhumlinge L. = EH:O—eI:BT In Gegenwart von Uberschuss-Wasser

sind solche Systeme niemals stabil. Bringt man ein System von geladenen Mem-
branen in Kontakt mit einem Wasserreservoir, so vergroBert sich die Wasser-
schicht zwischen den Membranen immer weiter. Aus entropischen Griinden bil-
det sich kein Gleichgewicht, und die Membranen entbinden. Dass in der Na-
tur trotzdem haufig geladen Membranen auftreten kénnen liegt daran, dass die
Membranen hier nie mit reinem Wasser in Kontakt sind, sondern immer eine
Elektrolytkonzentration vorliegt. Dadurch kann der osmotische Druck zwischen
den Membranen und auBerhalb ausgeglichen sein. Eine Ladungskonzentration
im Wasser bewirkt durch die verinderte Debeye-Hiickel-Linge auch eine Ande-
rung des Van-der-Waals-Potentials [35]. Neuere Arbeiten zeigen, dass die Ge-
genionverteilung in geladenen Membranen nur unter Einschrankungen durch die
Poisson-Boltzmann-Verteilung beschreibbar ist [63].

Helfrich-Potential Fiir die oben beschriebenen Potentiale konnte auBer Acht
gelassen werden, dass die Membranen keine starren Platten sind, sondern vielmehr
thermisch um ihre Gleichgewichtslage fluktuieren. Tatsachlich jedoch verursachen
diese Fluktuationen im Membranstapel ein zusatzliches langreichweitiges repulsi-
ves Potential. Anschaulich gesprochen fiihrt die Tatsache, dass sich benachbarte
Membranen nicht gegenseitig durchdringen konnen, zu einer sterischen Repulsi-
on. Im Gegensatz zum Zustand freier Membranen schranken in multilamellarer
Anordnung die umgebenden Membranen den Phasenraum der Membranfluktua-
tionen ein, was die Entropie des Systems verringert. Die repulsive Wechselwirkung
ist also eine Folge der Entropiedifferenz zwischen einer einzelnen freien Membran
und einer in einem Stapel gebundenen Membran. Sie wurde von Helfrich [64] in
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Molekularfeldndherung angegeben:
27T2 (]{BT)Q 1
128 Kk d?’

Es gibt auch zahlreiche andere Formulierungen unter Einbeziehung starrer oder

fs= (2.30)

weicher Begrenzungen (engl. hard confinement, soft confinement) fiir eine ein-
zelne Membran [65, 66]. In der Tat zeigt sich aus theoretischen Betrachtungen,
dass das Potential stark von Randbedingungen, wie den anderen Potentialen und
der Stapelgeometrie abhingig ist[67]. Eine einfache Superposition der Potentia-
le ist daher unter Einbeziehung der sterischen AbstoBung nicht immer zuladssig
[56]. Mecke et al. [68, 19] hat entsprechende Berechnungen fiir Substratgestiitz-
te Einzelmembranen im Rahmen einer selbstkonsistenten Theorie angestellt. Eine
Ausweitung der Theorie auf mulitlamellare Systeme verspricht eine Verbesserung
des Ansatzes fiir festkorpergestiitzte Membranen.

Die Fluktuations-Wechselwirkung spielt vor allem fiir den thermisch induzierten
Adhasionsiibergang [56, 69, 17, 70] eine Rolle, da die AbstoBung quadratisch mit
der Temperatur zunimmt. Bei Temperaturen von 30°C bis 45°C, bei denen die
Experimente durchgefiihrt wurden, spielt die Fluktuations-Wechselwirkung fiir die
vergleichsweise steifen DMPC-Membranen mit x > 9kgT eine untergeordnete
Rolle.

2.3.2 Bestimmung der Membraneigenschaften aus den
Wechselwirkungspotentialen

Aus den Potentialen lassen sich fundamentale Eigenschaften der Membransta-
pel ableiten. Der Gleichgewichtsabstand d,, zweier Membranen im Stapel ist
bestimmt durch das Minimum des Gesamtpotentials. Hier herrscht ein Gleichge-
wicht zwischen attraktiven und repulsiven Kraften. Nun kann aber nicht nur die
Gleichgewichtsperiode durch die Potentiale berechnet werden. Auch die elasti-
schen Eigenschaften der Membranen hangen von den Potentialen ab. Durch die
zweite Ableitung des Potentials an der Stelle des Minimums kann der Kompres-
sionsmodul B errechnet werden nach

82‘/). (2.31)

B=4d- <_

od?,

Fiir geladene Membranen iiberwiegt der Beitrag der elektrostatischen AbstoBung
alle anderen natiirlichen Krafte und ohne einen osmotischen Gegendruck ist bei
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Abbildung 2.13: Die Wechselwirkungsenergie zwischen zwei DMPC Membranen oh-
ne duBeren osmotischen Druck setzt sich im Wesentlichen zusammen aus dem Van
der Waals Potential und dem Hydrationspotential. Die horizontale Linie markiert die
Energie k7. Die Parabel zeigt eine harmonische Nidherung an das Potential in der
Umgebung des Gleichgewichtsabstandes d,,. Durch die Pfeile wird exemplarisch die
Fluktuationsamplitude der zehnten Membran im Stapel von ca. 6 A markiert.

voller Hydratisation kein Gleichgewicht moglich. Die Beitrage aus Van der Waals
Potential, Hydrationskraft und sterischer AbstoBung liegen zwei bis drei GroBen-
ordnungen unterhalb der der elektrostatischen AbstoBung. Sie haben praktisch
keinen EinfluB auf den Gleichgewichtsabstand und das Kriimmungsmodul. Die-
se Werte werden allein aus den Beitragen von elektrostatischer AbstoBung und
osmotischem Druck bestimmt. Fiir die Betrachtung an ungeladenen Membra-
nen fallt dieser Term des elektrostatischen Potentials weg, das Gesamtpotential
wird dominiert von den Beitragen aus Van der Waals Kraft und Hydrationskraft,
auch hier liegt die Fluktuationswechselwirkung zwei GréBenordnungen unter den
beiden anderen Beitragen und kann daher vernachlassigt werden. Hier ist das
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einzige attraktive Potential der Van der Waals Kraft ausreichend fiir einen sta-
bilen Gleichgewichtszustand. Durch einen duBeren osmotischen Druck kann ein
zusatzliches attraktives Potential kiinstlich erzeugt werden. Durch gezielte Va-
riation des Druckes kann die Gleichgewichtsperiode d verandert werden, und so
der Verlauf der Potentiale mit der Wasserschichdicke d,, gemessen werden.

2.3.3 Osmotischer Druck als veranderliches attraktives Po-
tential

Zur experimentellen Bestimmung der Wechselwirkungspotentiale gibt es verschie-
denen Ansdtze. Neben der direkten Kraftmessung durch Rasterkraftmikroskopie
oder den surface force apparatus [59] ist eine elegante Methode die Anwen-
dung von osmotischem Druck. Die Methode beruht im Prinzip darauf, dass
die Aktivitdat des Wassers im System durch einen darin gelosten Stoff, der an-
sonsten nicht mit dem System in Wechselwirkung tritt, herabgesetzt wird. Der
geloste Stoff kann beispielsweise aus groBen Polymeren bestehen. Die Aktivitat
aller Wasserkompartimente, die fiir die Polymere unerreichbar sind wird durch
die Polymerkonzentration kontrolliert. Im Fall von Lipidmembranenstapeln sind
diese Wasserkompartimente die Wasserschichten zwischen den Membranen. Die
groBen Polymere konnen nicht in diese eindringen. Es entsteht eine Differenz
des osmotischen Druckes zwischen den Membranen und auBerhalb. Durch die-
sen osmotischen Druck Il,,, verringert sich der Abstand der wechselwirkenden
Komponenten — also der Membranen — bis ein neues Gleichgewicht mit den
Wechselwirkungspotentialen erreicht ist. Der osmotische Druck bewirkt also ein
zusatzliches attraktives Potential. Dieses ist proportional zur Wasserschichtdicke
dy, [59]

V(dy) = psm + dip- (2.32)

Der Definitionsbereich des Potentials 2.32 ist durch die GroBe der verwende-
ten Polymere eingeschrankt. Wenn die Wasserschichtdicke zu groB wird kénnen
Polymere zwischen die Membranen eindringen und das Druckgefalle zerstoren.
Osmotischer Druck kann, auBer iiber Polymerlésungen, auch durch Hydratisation
des Systems aus Wasserdampf von bekannter relativer Luftfeuchtigkeit ausgeiibt
werden. Eine relative Luftfeuchtigkeit p/py bewirkt einen effektiven osmotischen
Druck My, = (kT /vy) In(po/p), wobei v, das partielle molare Volumen des
Wassers ist. Die experimentelle Umsetzung des osmotischen Druckes mit Poly-
merlosungen ist in Kapitel 4 beschrieben.
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2.3.4 Definition der Wasserschichtdicke d,,

Die genannten Potentiale sind alle Funktionen der Wasserschichtdicke d,, zwi-
schen den Membranen. Aus den Reflektivititsmessungen (siehe Kapitel 3) ist
zunachst nur die Gesamtperiode d direkt ablesbar. Die Wasserdicke d,, wird
meist anhand des Elektronendichteprofils ermittelt oder aus dem Mol-Verhalt-
nis der Komponenten Wasser und Lipid berechnet [59]. Dabei ergeben sich, je
nach Konvention, verschiedene Werte. Um die Potential-Parameter (auch) mit
Literaturwerten vergleichen zu kénnen, muss man die jeweilige Definition von d,,
beriicksichtigen. Eine Methode basiert auf der Bestimmung des Wasservolumens
pro Lipidmolekiil. Durch Integration der Elektronendichte iliber eine Periode d
erhalt man die Gesamtelektronenzahl ny, pro Flache.

/2
ny = / p(z)dz, Ny, = nyAiip (2.33)
—d/2

Nach Multiplikation mit der mittleren Flache pro Lipid A, und Subtraktion der
Gesamtzahl von Elektronen in zwei Lipidmolekiilen 2Ny;, erhdlt man die An-
zahl der Wasser-Elektronen pro zwei Lipidmolekiile. Daraus lasst sich leicht das
Wasservolumen berechnen. Durch Teilen des Wasservolumens durch die mittlere
Flache pro Lipid A;;, erhdlt man die Dicke d,,. Aufgrund der strengen Aufteilung
in ein Wasservolumen und ein Lipidvolumen wird diese Methode auch als Kom-
ponenten Methode bezeichnet. Sie ist sinnvoll fiir die Beschreibung des durch
osmotischen Druck ausgeiibten Potentials und des Hydrationspotentials, da der
physikalische Effekt des Hinzufiigens oder Wegnehmens von Wassermolekiilen
gut wiedergespiegelt wird. Der Nullpunkt mit der nominellen Wasserdicke d,, = 0
beschreibt hier den Zustand vollig dehydratisierter Membranen.

Eine andere Methode definiert sich anhand des experimentell bestimmten Elektro-
nendichteprofils (Kapitel 3). In Abbildung 2.14 ist diese veranschaulicht. Hier geht
man davon aus, dass sich ein Teil der Wassermolekiile zwischen den Lipidkopf-
gruppen einer Monoschicht befindet. Damit werden sie zur Membrandicke dy;
gerechnet. Der andere Teil der Wassermolekiile bildet die fliissige Wasserschicht
der Dicke dy;. Die Membrandicke dy; wird aus dem experimentell bestimmten
Elektronendichteprofil (Abb. 2.14 und Kapitel 3) bestimmt zu dy; = d, + dj.
Dabei bezeichnet d,, den Abstand der beiden Maxima im Elektronendichtepro-
fil, welcher die Positionen der Phosphoratome im Molekiil markiert. Die mittlere
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Abbildung 2.14: Definition der Wasserschichtdicke und Membrandicke anhand
des Elektronendichteprofils.

Kopfgruppendicke wird mit d; ~ 9 A angenommen. Der Nullpunkt ds = 0 be-
zeichnet hier einen Zustand bei dem noch reichlich Wasser im System vorhanden
ist. Bei der Verwendung dieser Konvention muss beachtet werden, wie ein Offset
in der Wasserschichtdicke in die Potentiale eingeht. Fiir das Hydrationspotential
verandert sich nur der empirisch bestimmte Vorfaktor Hy. Zu dem Potential des
osmotischen Druckes muss ein konstanter Offset addiert werden. Fiir die Be-
rechnung des Van-der-Waals-Potentials ist diese Konvention dagegen sinnvoll,
da Wasser und Kopfgruppen aufgrund ihrer polaren Eigenschaften zusammen
gefasst werden. Zwar geht in die Berechnung nicht die Wasserschichtdicke dy,
ein, sondern die hydrophile Dicke d;, und die hydrophobe Dicke a, diese lassen
sich jedoch in entsprechender Weise aus dem Phosphor-Phosphor Abstand d,,
bestimmen durch a = d,, — di und d;, = d — a. Der Unterschied zwischen
den beiden Konventionen liegt fiir DMPC bei 7 — 8 A. Die Membrandicke d,,
aus der Komponenten Methode ist iiblicherweise nur um 1 — 2 A dicker als der
Phosphor-Phosphor Abstand d,,,, welcher somit einen guten Anhaltspunkt fiir die
Membrandicke bzw. die Wasserdicke d,, bietet.
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Kapitel 3

Grundlagen der Reflektivitat und
Modellbildung

In diesem Kapitel sollen die Grundlagen der Reflektivitatsmessungen mittels Ront-
genstrahlung erldutert werden. Es wird die Streugeometrie und die Konstruktion
des Reziproken Raumes vorgestellt. Verschiedene Messmodi werden besprochen,
wobei der Schwerpunkt auf der Messung der spekuldren Reflektivitat liegt. Sie ist
die wichtigste in dieser Arbeit verwendete Methode. Ausgehend von der kinemati-
schen Theorie wird ein Modell zur Beschreibung der in dieser Arbeit untersuchten
Systeme entwickelt.

3.1 Grundlagen

Die Streuung von Rontgenstrahlen ist (neben der Streuung von Neutronen) die
klassische Untersuchungsmethode zum Studium struktureller Eigenschaften kon-
densierter Materie. Sie hat in den letzten Jahrzenten durch den Bau von leistungs-
starken Speicherringen mit hoch brillanten Strahlungsquellen einen neuen Auf-
schwung erlebt. Fiir ausfiihrliche Darstellungen der Methoden sei auf ein breites
Spektrum an Biichern, welche die verschiedensten Aspekte abdecken, verwiesen
(z.B. [71, 72, 73, 74, 75]). Bei der Methode der Reflektivitat trifft ein mono-
chromatischer Rontgenstrahl unter bestimmtem Einfallswinkel auf eine Probe,
wird daran gestreut und unter einem definierten Ausfallswinkel detektiert. Aus
der Messung der gestreuten Intensitat des gestreuten Strahls als Funktion der Im-
pulsinderung zwischen einfallender und gestreuter Welle im Streuprozess wird die
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Strukturamplitude des zu untersuchenden Systems bestimmt. Da Rontgenstrah-
lung an den Hiillenelektronen der Atome gestreut wird, ist die zu bestimmende
GroBe, die Elektronendichte.

3.1.1 Streugeometrie und Reziproker Raum

In diesem Abschnitt wird die Streugeometrie und die Konstruktion des rezipro-
ken Raumes vorgestellt. Dabei werden die grundlegenden Definitionen beziiglich
des Koordinatensystems und der verwendeten Winkelbezeichnungen in den Ex-
perimenten festgelegt. Das Koordinatensystem wird so gewahlt, dass die positive
z-Achse parallel zur Probenenormalen zeigt. Die x-Achse steht dazu senkrecht
und zeigt in Richtung des einfallenden Strahls. Zusammen mit der y-Achse er-
gibt sich ein rechtshandiges Koordinatensystem. Ein einfallender Strahl der Wel-
lenlange A mit dem Wellenvektor k_; definiert mit der Oberflichennormalen der
Probe die Einfallsebene. Der Strahl trifft unter dem Winkel «; auf die Probe.

o

| Probe

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der verwendeten Streugeometrie. Der
einfallende Strahl trifft unter dem Winkel «; auf die Probe. Der ausfallende Strahl
wird unter dem Winkel oy und dem Winkel 6,,, senkrecht zur Einfallsebene
detektiert. Entgegen der in der Optik iiblichen Konvention werden die Winkel
nicht gegeniiber der Grenzflachennormalen sondern gegeniiber der Grenzflache
gerechnet.

Unter dem Winkel a;y und einem Winkel 0,,, senkrecht zur Einfallsebene wird
die Intensitdt des gestreuten Strahls mit Wellenvektor k; gemessen. Die durch
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den StreuprozeB verursachte Impulsdifferenz ¢’ zwischen Anfangszustand |k7z) und
Endzustand |ks) der Rontgenquanten definiert den Streuvektor ¢

7=k —k;. (3.1)

Seine Komponenten lauten:

2T
Qe = T(COS(C)&]@)COS(QOOP) — cos(ay)), (3.2)

2 .
iy = 2 (cos(0)sin(locy) (33)
2

q. = ;(Sin(@f) + sin(w)). (3.4)

Sie spannen den reziproken Raum auf. Anhand der in Abhangigkeit des Im-
pulsiibertrags ¢ gemessenen Intensitdt 7(¢) kann nun die Strukturamplitude
F(Q)! des zu untersuchenden Systems bestimmt werden:

1@) ~ [F@)F mit F(@) = / T (3.5)

Da Rontgenstrahlen an den Hiillenelektronen in der Probe gestreut werden, stellt
die Strukturamplitude F'(¢') gemaB Gleichung 3.5 die Fouriertransformierte der
Ortsraumelektronendichte p(r) dar.

Unter der spekuldren Bedingung in der Reflexionsebene (Einfallswinkel «; =
Ausfallswinkel af, und 6,,, = 0) hat man einen Impulsiibertrag nur in vertikaler
z-Richtung. Im Idealfall der Streuung eines einfallenden Strahls mit verschwin-
dender Divergenz an einem lateral vollig homogenen und glatten Schichtsystem
mit der Periode d in Stapelrichtung z ist die ¢, Achse im Reziproken Raum ein-
ziger Trager endlicher Intensitat. An den Positionen ¢, = n%’r (n € IN) treten
Intensitatsmaxima, sogenannte Bragg-Maxima auf. Im Fall einer realen Probe,
bestehend aus weichen Lipdmembranen sind die Schichten zwar lateral weitge-
hend homogen, jedoch fluktuieren diese um ihre Gleichgewichtslage in Stapel-
richtung. Die Fluktuationen der Membranen im Stapel sind, abhangig von ihrer
lateralen Langenskala und dem Abstand der Membranen, in vertikaler Stapel-
richtung korreliert. Dadurch werden die Bragg-Maxima im Streubild in ¢, und

IEigentlich muss hier der Impulsiibertrag in der Probe § = k}/ — k::-/ betrachtet werden.
Durch Brechung der ein- und ausfallenden Wellen ist dieser nicht in jedem Fall identisch
mit dem auBerhalb ermittelten Impulsiibertrag. Diese Abweichung spielt vor allem bei kleinen
Impulsiibertragen eine Rolle und muss bei der Auswertung von Experimenten beriicksichtigt
werden.
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¢y Richtung ausgedehnt zu so genannten Bragg-Sheets. Fiir ein in z-y-Richtung
isotropes System kann man die beiden lateralen Komponenten des Streuvek-
tors zusammenfassen zu ¢ = /q2 4 ¢2. Entsprechend bezeichnet man auch
q. = q.. Abbildung 3.2 zeigt schematisch das Streubild eines fluktuierenden Li-
pidmembranstapels im reziproken Raum fiir ¢, = 0. Die beiden grau unterlegten

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Streubildes eines Stapels aus fluktuieren-
den Lipidmembranen im reziproken Raum mit der Konstruktion aus einfallendem und
ausfallendem Strahl. Die nummerierten Pfeile im Bild stellen die geldufigsten Messmodi
dar.

Halbkreisflachen stellen die Laue Bereiche dar. Mit Rontgenstrahlen sind diese
nicht zu erreichen, da entweder der einfallende oder der ausfallende Strahl durch
den Probenhorizont ausgeblendet werden?. Um entsprechende Impulsiibertrige
mit Rontgenstrahlen zu erreichen muss man die Einfallsebene verlassen und die
Intensitat unter einem Winkel 6,,, # 0 messen. Als nummerierte Linien einge-
zeichnet sind die geldufigsten Messmodi: Die spekuldre Reflektivitat (1) erhalt
man wenn man die Winkel des einfallenden und reflektierten Strahls gemeinsam
variiert, so dass immer gilt o; = ay. Technisch erreicht man das bei festem
Einfallstrahl damit, dass man Winkel von Detektor (c; + o) und Probe (o)
im Verhiltnis 2:1 bewegt. Die Reflektivitat wird daher oft auch als 2:1 Scan be-

2Mit Neutronen kénnen diese Bereiche erreicht werden, da das Probenmaterial fiir diese in
der Regel transparent ist und daher ein Wechsel von Reflektionsgeometrie in Transmissions-
geometrie moglich ist.
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zeichnet. Sie ist die wichtigste in dieser Arbeit verwendete Methode und wird in
den folgenden Abschnitten genauer behandelt. Mit Nummer (2) gekennzeichnet
ist die sogenannte Offset-Messung. Sie wird dhnlich wie die spekuldre Reflek-
tivitat gemessen, jedoch wird der Einfallswinkel mit einem kleinen konstanten
Offsetwinkel zum halben Detektorwinkel variiert. Die Offset-Messung wird haufig
verwendet um das diffuse Streusignal nahe der spekuldren Achse zu bestimmen.
Dieses kann dann fiir die Auswertung der spekularen Intensitat als diffuser Unter-
grund abgezogen werden (siehe Kapitel 3.2.2). Bei der Messung des so genannten
Rocking-Scans (3) wird der Detektorwinkel (cv; 4« ) konstant gehalten, wahrend
der Einfallswinkel a;; von 0 bis oy variiert wird. Im Rocking-Scan ist die Auflosung
beziiglich des lateralen Impulsiibertrags ¢, besonders gut, mit ihm lasst sich die
Orientierungsverteilung, oder Mosaizitit in einer Probe bestimmen. Schliesslich
sei noch der Detektor-Scan (4) erwahnt. Bei ihm wird der Einfallswinkel kon-
stant gehalten wahrend der Detektorwinkel variiert wird. Haufig wird mit einem
eindimensionalen oder zweidimensionalen ortsauflésenden Detektor (PSD, engl.
position sensitive detector) gemessen. Dabei wird automatisch ein Detektor-Scan
gemessen. Mit Diffraktometersteuerungsprogrammen lassen sich auch beliebige
andere Bahnen oder mehrdimensionale Rastermessungen (engl. reciprocal space
mappings) im reziproken Raum fahren.

3.1.2 spekulare Reflektivitat

Wie schon im vorangegangenen Kapitel beschrieben, erfolgt die Messung der
spekuldren Reflektivitdt indem ein monochromatischer Rontgenstrahl unter dem
Einfallswinkel «; auf die Probe trifft und das reflektierte Signal unter dem Aus-
fallswinkel oy = «; in der Einfallsebene (6., = 0) detektiert wird. Ein Im-
pulsiibertrag erfolgt dabei nur in z-Richtung. Daher ist die Messung sensitiv auf
das Elektronendichteprofil entlang der z-Richtung. Bevor ein Modell zur Aus-
wertung solcher Messungen mit der Bestimmung des Elektronendichteprofils ein-
gefiihrt und diskutiert wird, sollen zunachst einige Grundbegriffe erldutert werden.

Man betrachte eine ebene elektromagnetische Welle, die aus einem Medium mit
Brechungsindex n; auf eine glatte Grenzflache zu einem Medium mit Brechungs-
index ny fallt. Aus den Stetigkeitsbedingungen an die Felder in den Maxwell
Gleichungen lassen sich die Reflexions- und Transmissionskoeffizienten nach den
Fresnelschen Formeln berechnen. Im Grenzfall kleiner Einfallswinkel und kleiner
Abweichungen der Brechungsindizes von eins, sind diese unabhangig von der Po-
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larisationsrichtung [76] und ergeben sich zu

K-k 2K
S R T S

=1+, (3.6)

mit den z-Komponenten der Wellenvektoren des einfallenden und des gebroche-
nen Strahls:

.21 sinay 21 st . . .
k. = %, k! = %, mitcy; ; := Einfalls-/Brechungswinkel.  (3.7)

Aufgrund der Abhangigkeit des Brechungsindexes von elektronischen Resonanzen
ist der Brechungsindex fiir Rontgenstrahlen in Materie geringfiigig kleiner als
eins. Nach dem Snelliusschen Brechungsgesetz existiert daher fiir den Ubergang
von Luft zu Materie ein Winkelbereich externer Totalreflexion. Dieser Bereich
endet am so genannten kritischen Winkel a, =~ v/26 mit § := Re(1 — n). Fiir
Rontgenstrahlung lasst sich der Brechungsindex schreiben als

1 Tepel]\]:A)\2 / A i .
n=1--—=_— (fo+ f +ify=1-6+i3 (3.8)
mit
7neloel-z\]AA2 /
5 o= TP (g, (39)
TepelNA)\Q 17
3 i 3.10)
f= fot+tf+if" (3.11)

wobei die auftretenden Variablen folgende Bedeutung haben [77], [78]:
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7. : klassischer Elektronenradius (2.814 - 107°A)
pet : Elektronendichte
N4 : Avogadrokonstante (6.022 - 10%*mol™")
f : Atomformfaktor des streuenden Elements
fo @ unkorrigierter Atomformfaktor; bei Streuung in Vorwartsrichtung : fo ~ Z
Z : Kernladungszahl

f': erste Korrektur des Atomformfaktors (dispersiver Anteil)

f/

I

zweite Korrektur des Atomformfaktors (Absorptionskorrektur)
Dispersionsanteil des Brechungsindex

)
(G : Absorptionsanteil des Brechungsindex.

Typische Werte fiir § liegen in der GroBenordnung von 1072, so daB n in der
Tat sehr nahe bei eins liegt, falls der Absorptionsanteil 3 - wie in den meisten
Fallen zutreffend - zu vernachldssigen ist. Mit dem so genannten ‘Parratt-
Algorithmus'[79] lasst sich die Reflexion bzw. Transmission durch rekursive
Anwendung fiir beliebige Schichtsysteme berechnen. Dabei wird n(z) dem
Schichtsystem entsprechend als Stufenfunktion vorgegeben und die Amplituden
der ebenen Wellen werden von Schicht zu Schicht durch Multiplikation von
Ubergangsmatrizen bestimmt.

Kontinuierliche Elektronendichteprofile bzw. Verlaufe des Brechungsindex n(z)
werden dann abschnittsweise als Stufenfunktion mit Grenzflachen endlicher Breite
o (bzw. endlichen Fluktuationen o) definiert.

Fir ein Modell mit endlicher GauBscher Grenzflachenbreite lassen sich die
Reflexions- und Transmissionskoeffizienten berechnen [80], [81], [82]:

e 1k k.
rhi= e N gl = ealhi kT (3.12)
wobei 7;; und t;; die Reflexions- bzw. Transmissionskoeffizienten beim Uber-
gang von der i-ten zur j-ten Schicht unter der Annahme ideal glatter Grenz-
flichen bezeichnen und 7’ ; und t}; die entsprechenden Koeffizienten im Falle
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rauer Grenzflachen. Die Grenzflachenbreite oder Rauigkeit o (definiert iiber die
Fehlerfunktion bzw. die entsprechende GauBfunktion) fiihrt also zu einer Vermin-
derung der Reflektivitat. Fiir oy > «, konvergiert der Faktor sehr schnell gegen
den gewdhnlichen Debye-Waller-Faktor exp[—(q.0)?]. Die Reflektivitait R l3sst
sich damit als Produkt der Fresnelreflektivitit Rz und einem Rauigkeitsterm
schreiben als

R = Rp-e @) (3.13)
—_ 2
R — TZ:(ZZHQ;) | (3.14)

wobei fiir den Impulsiibertrag ¢, im Medium gilt:

4. =VeE -, (3.15)

mit dem Impulsiibertrag g. am kritischen Winkel «...

Die Verwendung des Parratt-Algorithmus ist fiir die Anpassungen multilamellarer
Membransysteme problematisch. Die Naherung fiir die Reflexions- und Transmis-
sionskoeffizienten in Gleichung 3.12 ist lediglich fiir Systeme mit, im Vergleich
zur Einzelschichtdicke, kleiner Grenzflichenbreite ohne Einschrankung anwend-
bar.

Weiche Membranstapel weisen — lateral iiber die Probenfliche gemittelt — ein
stark ausgedehntes Elektronendichteprofil auf. In diesem Profil steckt ein Beitrag
der intrinsischen Membranrauigkeit und die Rauigkeit durch laterale Fluktuatio-
nen. In friiheren Experimenten zeigte sich, dass die in Gl. (3.12) gemachte Nihe-
rung fiir r und ¢ fiir diese Systeme nicht anwendbar ist [83, 84]. Dariiberhinaus
lassen sich sowohl der Verlust der langreichweitigen Ordnung im Stapel durch
starke Fluktuationen im Zustand vollstandiger Hydration als auch Variationen
in der Gesamtschichtdicke in einen dynamischen Ansatz nur schwer integrieren.
Eine bessere Losung dieser Probleme bietet ein Ansatz in kinematischer (Born-
scher) Naherung. Ein verallgemeinertes kinematisches Modell wurde in Salditt et
al. [85] beschrieben. Im folgenden soll dieses Modell fiir die Berechnung der Re-
flektivitat an substratgestiitzten Membransystemen durch die Beriicksichtigung
der Membranfluktuationen erweitert werden.
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3.2 Modellbildung: Reflektivitdt an diinnen sub-
stratgestiizten Lipidfilmen

3.2.1 Formfaktor und Strukturfaktor

Unter Vernachlassigung von Vielfachstreuprozessen kann die Reflektivitat an einer
rauen Grenzfliche in Bornscher Naherung durch die so genannte Master Formel
[73] der Reflektivitat berechnet werden:

2

i/ dp(z>eiqzzdz
P12 Jo dz

p(z) bezeichnet dabei das Elektronendichteprofil der Probe in z-Richtung. Rp
ist die Fresnel Reflektivitdt einer gedachten Grenzflache zwischen Wasser und
Siliziumsubstrat nach Gleichung (3.14). pio bezeichnet den Gesamtsprung der
Elektronendichte von Wasser zu Substrat. Das Elektronendichteprofil des Mem-
branstapels wird in diesem Ansatz als intrinsisches Grenzflachenprofil behandelt.
Das Elektronendichteprofil der gesamten Probe, bestehend aus N Membranen
auf einem Substrat in wassriger Umgebung lasst sich wie folgt ausdriicken

N-1
p(2) = psi — erf(—do, 0, p12) + Z po(z —nd + uy,), (3.17)
n=0
wobei py(z) die Elektronendichte einer einzelnen Membran im Stapel ist. Sie ist
nur innerhalb der Grenzen —d/2 < z < d/2 von Null verschieden. Die thermi-
schen Fluktuationen der Membranen werden durch den Term u,, = u(z = nd)
beriicksichtigt. Er beschreibt die Auslenkung der n-ten Membran in z-Richtung
aus ihrer Ruhelage bei z = nd (siehe auch Kapitel 2.2). Zunichst seien die
u,, unabhéngig von der lateralen Koordinate 7| angenommen [86]. Mit der
Normierung auf den Gesamtsprung der Elektronendichte p12 = psi — pu,o

/() . PLZ) = po
p(e) = B (3.18)
p'(z) =0—erf(—dy,o,1)+ Z_pg(z—nd+un) (3.19)
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und der Substitution z,, := 2z — nd + u,, lautet die Formel fiir die Reflektivitat:

[e¢] 1 1,2+dg\2 .
R(¢.) = Re(q. ‘/ e 3 (50 giasz g,
(¢:) r(a:) 0 V2mo?
N-1 2
[e%s) d / n .
0 oL TR S
W dzy,
. quQ > d ! 1 A 3 i ’
= Rp(q,) - e =do o 5 +/ de(Z) e dz - Z gl astn (3.21)
Substrat Nl i 4 \n:O -
Formfaktor Struktur faktor

Nach Ausmultiplizieren des Quadrates spaltet der Term in drei Summanden:

R(q.) = Rr(q.) - (R1(q.) + R2(q.) + R3(q.)) (3.22)
mit
Rl(q.) = <e—q502> (3.23)
N-1
C— <€ igzdo— 12— Ff qz Z —igznd jigzun
20 N—
_|_elqzdo Ff(qz) Zezqznd)eﬂqzun>
n=0
202 N1
_ —€_ZT Z <Ff*(q,z) . ,—iqz(do+nd) zqzun + Ff( ) Zqz(do+nd) zqzun>7
n=0
mit dem Formfaktor
o0 /
Ff(q) = / 6(2) pigezg, (3.25)
0 dz

Nach Anwendung des Baker-Hausdorff-Theorems (BHT) [73] folgt
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, N—1

- 3 ( Ff(q) - e-ia=Cotnd = 502) | pr(g) . eiqz(do+nd>eq§<ui>>'

n=0

Da der Formfaktor F'f(q.) rein imaginar ist, gilt F'f*(q.) = —F f(q.). Man kann
weiter vereinfachen zu

N-1 2
R2(q.) = —2i-e 2 ( ) - sin(q.(do + nd)e™ 2>) (3.27)
0

n=

Fiir den dritten Summanden R3(q.) gilt

N-1

: 4 2
R3(q:) = <|Ff(qz)|2- (Ze"””d : e‘“h'””) > (3.28)
n=0
wieder mit dem BHT folgt
~1N-1
= |Ff(q:)| Zzelqz m=n) o= % (um—un)?)
m=0 n=0
—1N-1
= |F f(g)]?- ZZ (e igzd(m—n) <“ )= 2<“m“”>+<“”>). (3.30)
m=0 n=0

3.2.2 Der diffuse Beitrag in Reflektivitat und Offset Mes-
sung

In den obigen Berechnung spielt lediglich die z-Abhangigkeit der Elektronendich-
te und der Fluktuationsamplituden wu,(z = nd) eine Rolle. Es wurde die rein
spekuldre Reflektivitdt betrachtet. Tatsdchlich liefert aber auch die diffuse Streu-
ung, die durch laterale Strukturen und Fluktuationen hervorgerufen wird, einen
Beitrag unter spekularer Bedingung (g = 0). Betrachtet man die Héhendiffe-
renzfunktion g,,, (7)) der Auslenkungen w,, und w, in Abhangigkeit der lateralen
Komponenten r:

G (711) = ([t (1)) = n(0)]*) = Ca(0) + Cron(0) = 2Crn(ry),  (3.31)
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mit der Hohen-Hohen-Kreuzkorrelation C, ,,(7) (siehe Kapitel 3.4) so lasst sich
der quadratische Strukturfaktor in Ausdruck (3.30) schreiben als

Sflayg:))? o
’ ( Il )‘ |Ff(qz>|2
N—-1N-1 2
_ piad(m—n) / dr T e gmalry)) (3.32)
mZ:OnZ:O 5 : =:f(r))

Die Integration erfolgt iiber die laterale Probenausdehnung bzw. die
Koharenzlange der Rontgenstrahlung. Das Integral entspricht der Fouriertrans-
formierten von f(r). Um die Abhdngigkeit des Strukturfaktors vom lateralen
Impulsiibertrag ¢ zu untersuchen muss daher die Funktion f(r)|) betrachtet
werden. Mit Gleichung (3.31) Iasst sie sich umschreiben zu

2
qz

F(ry) = e~ CnnO4CnnO) 4 =5 (Cun0+CnnO) . [¢Cmnn) _ 1], (3.33)

Nun kann dieser Ausdruck in einen spekuldren und einen diffusen Anteil auf-
gespaltet werden. Der erste Term ist unabhangig von 7 und wird durch die
Fouriertransformation in ein deltaférmiges Maximum bei ¢, = 0 abgebildet. Die-
ses ist der rein spekuldre Anteil des Strukturfaktors. Der zweite Term besteht aus
einem breiten Maximum an der Stelle r| = 0 [43], das durch die Transformation
in ein breites Maximum bei ¢, = 0 abgebildet wird. Dieser Term ist der diffuse
Beitrag zum Strukturfaktor. Die Abhangigkeit dieses Terms vom lateralen Im-
pulsiibertrag ist fiir kleine g sehr gering. Durch die Messung eines Offset-Scans
nahe an der spekuldaren Achse kann daher der diffuse Beitrag zur Reflektivitat be-
stimmt werden. Zur Auswertung der reinen spekuldren Reflektivitat wird deshalb
von der unter spekuldrer Bedingung gemessenen Intensitat ein Offset-Scan sub-
trahiert. Entsprechend muss nach vorstehender Uberlegung der Strukturfaktor in
Ausdruck (3.30) korrigiert werden zu

N-1N-1

= |Ff(g.))?- Z Z (eiqzd(mn)e—"f(<u%>+<ui>))' (3.34)

m=0 n=0

Der Term der Kreuzkorrelationen (u,,u,) entfallt.
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3.2.3 Parametrisierung des Formfaktors und des Elektro-
nendichteprofils einer Membran

Der Formfaktor

oo /
/ 46(2) iz g, (3.35)
0 dz

ist die Fourier Transformierte des Elektronendichteprofils einer einzelnen Mem-
bran po(z) mit angrenzender Wasserschicht. Eine Mdglichkeit das Elektronen-
dichteprofil zu beschreiben ist, wie fiir den Parratt-Algorithmus, durch ein Block-
modell moglich. Dafiir wird die Membran in diinnere Teilschichten mit konstanter
Elektronendichte unterteilt. Da die Membranen jedoch weich sind gibt es kei-
ne scharfen Grenzflachen zwischen diesen einzelnen Bereichen. Jede Grenzflache
miisste noch mit einer bestimmten Rauigkeit versehen werden um das Streu-
bild korrekt zu beschreiben. Dies Bedeutet eine hohe Anzahl an Parametern was
fir numerische Anpassung der gemessenen Daten ungiinstig ist. Eine elegantere
Losung ist die Beschreibung des Elektronendichteprofils mit Fourierkoeffizienten
[85, 87]. Diese Moglichkeit bietet den Vorteil, dass die Fourierkoeffizienten direkt
den gemessenen Beugungsordnungen zugeordnet werden konnen. Die Parametri-
sierung durch Fourierkoeffizienten wird daher auch bei der Strukturbestimmung
durch Fouriersynthese verwendet [88, 89, 90].

Die periodische Elektronendichte eines Membranstapels schreibt man dann als
Fourierreihe

No
2mmz
/ = ™ - Az i 3.36
p'(z) m§:1f COS( g ) P12 + Puip (3.36)

wobei Ny die Anzahl der Fourierkoeffizienten f,, ist. Je mehr Fourierkoeffizien-
ten man betrachtet, desto genauer ist das Elektronendichteprofil bestimmt. Die
Anzahl hangt hauptsachlich von der Anzahl der experimentell beobachteten Ord-
nungen der Bragg Maxima ab. A, bezeichnet die Amplitude der Schwankungen
um die mittlere Elektronendichte im Membranstapel p;;,, wahrend p;2 den Ge-
samtsprung der Elektronendichte iiber den gesamten Membranstapel® bezeichnet.
Der Formfaktor beschreibt nur die Elektronendichte einer einzelnen Membran im
Stapel, deren Symmetrieebene bei z = 0 liegt. Gleichung 3.35 wird dann zu

/2 /
Fflg.) = / D sy (3.37)

D/2 dz

3Differenz der Elektronendichten der angrenzenden Medien, z.B. Wasser und Silizium
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Durch Einsetzen von 3.36 in 3.37 und Integration ergibt sich schliesslich

i8m2m?sin(q,D/2)
—q@?D? 4 4m?m?

No
Ff(Qz) = Z fmAmapo : cos(wm). (338)
m=1
Zu beachten ist hierbei, dass das Zentrum der Membran bei z = 0 liegt. Durch
diese Konvention und die Normierung auf den Gesamtsprung der Elektronendich-
te p12 und die Amplitude A,,.. ist der erste Fourierkoeffizient fiir realistische
Membranmodelle immer f; = —1.

3.3 Anpassung an die Reflektivitdtsdaten

3.3.1 Das Phasenproblem

Eine Hauptschwierigkeit der Methode ist der Verlust der Phase bei der Messung.
Gemessen wird die Intensitat der gestreuten Welle, die proportional zum Qua-
drat der Amplitude ist. Die Phaseninformation der Welle geht dabei verloren. Fiir
eine Rekonstruktion der Realstruktur ist die Phase aber wichtig. Da die gemesse-
nen Daten nicht einfach invertiert werden kénnen, muss die Phaseninformation
meistens durch numerische Anpassung ermittelt werden. Dafiir ist es wichtig ein
moglichst detailliertes Modell von der Probe zu haben. Der Sachverhalt verein-
facht sich, wenn der Formfaktor ein symmetrisches Elektronendichteprofil be-
schreibt, wie im vorliegenden Fall der Lipidmembranen. Die moglichen Phasen
reduzieren sich dann auf £1. In der Rekonstruktion der Phasen scheiden haufig
viele der theoretisch moglichen Phasenkombinationen aus, da sie sich nicht mit
der Vorstellung von der Probe vereinbaren lassen. Huang und Mitarbeiter verwen-
den fiir die Rekonstruktion der Phasen in Streuexperimenten an unorientierten
Membranensytemen eine Schwellmethode [89, 91]. Durch Anwendung verschie-
dener osmotischer Driicke wird die lamellare Periode d variiert, wodurch sich die
Positionen der Maxima verschieben. Dadurch kann der Formfaktor iiber einen
groBeren ¢-Bereich abgetastet werden. Aus dem Verlauf schlieBt man auf Null-
durchgange der Phasen zwischen den einzelnen Beugungsordnungen. Bei groBen
Anderungen des osmotischen Druckes kann sich der Formfaktor der Probe al-
lerdings entscheidend verandern, und so das Ergebnis verfalschen. Bei der Mes-
sung von Reflektivitdten an Oligo-Membransystemen besteht ein ausgewogenes
Verhaltnis der Intensitaten der einzelnen Beugungsordnungen und des Intensitats-
verlaufes dazwischen. Dadurch kann die Reflektivitat iiber einen kontinuierlichen
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Bereich des Impulsiibertrages g, beschrieben werden. Die Intensitatsverlaufe zwi-
schen den Maxima in der numerischen Anpassung reagieren sehr empfindlich auf
Anderungen der Phasen. Die Phasen der einzelnen Beugungsordnungen sind da-
her meist eindeutig an dem Verlauf der Intensitdt zwischen den Bragg-Maxima
zu bestimmen. Durch die Moglichkeit der Anpassung liber einen kontinuierlichen
q.-Bereich zeigt sich hier ein Vorteil der Reflektivitdt an Oligo-Membranen.

Die Losung des Phasenproblems ist immer wieder Ziel vieler Forschungsarbeiten
[92, 93, 94]. In der Kristallographie von Makromolekiilen wird das Phasenpro-
blem meist mit anomaler Streuung (engl. multi-wavelength anomalous diffraction
MAD) gelost. Bei dem in letzter Zeit haufig diskutierten Oversampling Verfah-
ren wird die zu bestimmende Struktur in eine Matrix mit bekannter Struktur
eingesetzt und die Phaseninformation rekursiv ermittelt [95, 93, 96].

3.3.2 Probendefekte im Streuexperiment

Auch wenn den Proben eine definierte mittlere Gesamtschichtdicke zugeordnet
werden kann, so bestehen doch Defekte in Form von entnetzten Flachen oder Un-
vollstandigkeit der einzelnen Schichten. Dies ist besonders bei den durch spreiten
hergestellten Proben der Fall. Jedoch wurde es in geringerem MaBe auch bei den
durch Spin-Coating hergestellten Membranen beobachtet. Diese Defekte werden
haufig durch die Hydratisation im Experiment verstarkt. Bei der Messung un-
ter voller Hydratisation in Uberschuss-Wasser 6sen sich oft ganze Bereiche des
Membranstapels vom Substrat. Insbesondere, beim Wechsel der Losungen in situ
wurde ein Abldsen solcher Domanen beobachtet. Diese Defekte machen sich auch
deutlich im Streubild bemerkbar und miissen bei der theoretischen Beschreibung
der Messung beriicksichtigt werden. Die Reflektivitat eines perfekten homogenen
Membranstapels mit konstanter Gesamtdicke zeigt zwischen den Bragg-Maxima
deutlich ausgepragte Oszillationen (sog. Kiessig Fringes) an denen sich die Zahl
der Membranen ablesen lasst. Solche Oszillationen wurden in den Reflektivitaten
von partiell hydratisierten Membranstapeln beobachtet und zur Schichdicken-
bestimmung verwendet (Kapitel 4). In den Reflektivitdtsmessungen bei voller
Hydratisation und bei kontrolliertem osmotischem Druck durch Polymerldsungen
waren diese jedoch nicht sichtbar. Dieses ist einerseits durch die mit zuneh-
mender Hydratisierung verstarkten Fluktuationen zu erklaren. Andererseits zeigt
sich bei Simulation der Reflektivitaten, dass die Fluktuationen nicht ausreichen,
um diese Oszillationen vollstandig zu unterdriicken. Hier muss noch die Unvoll-
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Abbildung 3.3: Bedeckungsfunktion f(n) fiir verschiedene Kombinationen der Para-
meter o und 3 mit festem 3 = 2 (links) und o = 2 (rechts)

standigkeit der Schichten mit in das Modell aufgenommen werden. Dazu wird
der Beitrag der n-ten Membran im Strukturfaktor mit einem Bedeckungsfaktor
f(n) multipliziert. Fiir eine funktionelle Beschreibung wurde angenommen, dass
die Vollstandigkeit der Membranen mit dem Abstand vom Substrat abnimmt.
Die erste Membran soll vollstandig sein, ihr Bedeckungsfaktor ist f(1) = 1. Die
Bedeckungsfunktion wurde empirisch definiert

f(n) = {1 - (%)ar (3.39)

die Parameter o und ( sind dabei Skalierungsparameter um den Grad der Be-
deckung bei einer Maximalzahl von N Membranen zu bestimmen. Abbildung
3.3.2 zeigt den funktionellen Verlauf von f(n) fiir verschiedene Parameter o und

3.
3.3.3 Parameterisierung der Reflektivitat

Zusammenfassend lassen sich die in dieser Arbeit gemessenen Reflektivitatskur-
ven mit den Formeln (3.22)-(3.27), (3.34), (3.38)-(3.39) und den folgenden Pa-



KAPITEL 3. GRUNDLAGEN DER REFLEKTIVITAT 51

rametern beschreiben.

fi . Erster Fourierkoeffizient = -1
fo— fn, @ Fourierkoeffizienten
d : Periode
q. - Kritischer Winkel der Totalreflektion am Substrat
dy : Abstand Substrat zu Mitte der ersten Membran
Apaz © Amplitude der Variation um die mittlere Elektronendichte py;;,

o : Rauigkeit des Substrates

a, : Parameter der Bedeckungsfunktion
N : Maximalzahl an Membranen
n : Caillé Parameter der Fluktuationen
U : konstanter Streuuntergrund bzw. Dunkelstrom

¢ : konstanter Skalierungsfaktor .
(3.40)

Die aus den Anpassungen gewonnenen Parameter werden in Kapitel 5 diskutiert
und in einer Tabelle im Anhang angegeben.

3.4 Diffuse Streuung

In Kapitel 2.2 wurden verschiedene Korrelationsfunktionen zur statistischen Be-
schreibung der Membranfluktuationen in multilamellaren Phasen eingefiihrt. Im
einfachsten Fall betrachtet man die Hohendifferenzfunktion

(1) = {[tm(0) — un(r)]?) (3.41)

als Funktion der vertikalen Auslenkung w,,(r) aus der Gleichgewichtslage z = nd
der n-ten Membran im Stapel. Mit der Hohen-Hohen-Kreuzkorrelationsfunktion

Crnn (1) = (U (0)uy (1)) (3.42)

kann g, () umgeschrieben werden:

Gmn(1) = Crm(0) + Cy, 0 (0) + 2C,, (7). (3.43)
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Die C,,(0) werden oft auch als o,, bezeichnet. Sie sind den in Kapitel (3.2.1)
von 7| unabhéngigen (u2) dquivalent und sind daher aus der Analyse der Reflek-
tivitdtsmessungen zu erhalten. Aus ihnen kann der Caillé Parameter 1 bestimmt
werden. Die Héhen-Hohen-Kreuzkorrelation muss dagegen aus der diffusen Streu-
ung bestimmt werden [24].

Sinha et al. [97] haben gezeigt, dass die diffuse Intensitat als Transformation
der Hohendifferenzfunktion g, ,(r) ausgedriickt werden kann. Eine allgemeine
Darstellung des Strukturfaktors der diffusen Streuung findet sich z.B. in dem
Buch von Tolan [74] oder in Salditt [98]. Bei der Auswertung der diffusen Streu-
ung wurde der Methode von Salditt et al. [24] gefolgt. Die Darstellung hier be-
schrankt sich auf die Bestimmung der Hohen-Hohen-Kreuzkorrelationsfunktion
aus zweidimensionalen diffusen Streudaten. Die diffuse Streuung wurde (auBer
in den oben genannten Offset-Messungen) mit einem zweidimensionalen Detek-
tor gemessen (siehe Kapitel 4). Damit erhdlt man die Intensitat der diffusen
Streuung in Abhingigkeit von ¢, und ¢,*. Die Hohen-Hdhen-Kreuzkorrelation
kann dann aus den ¢, Profilen der diffusen Bragg-sheets ermittelt werden. Sie
beschreibt die vertikale Korrelation der Membranen in Abhangigkeit von der late-
ralen Ausdehnung der Fluktuationen. Entsprechend kann sie aus der ¢.-Breite der
Braggsheets in Abhangigkeit vom lateralen Impulsiibertrag g bestimmt werden.
Vertikale Schnitte (entlang ¢, mit konstantem g,) durch die Bragg-sheets lassen
sich mit Lorentz-Profilen beschreiben [24, 84]. Diese Form spiegelt eine exponen-
tielle Abnahme der Kreuzkorrelation in z-Richtung mit einer charakteristischen
Langenkala von

A=2/Aq, (3.44)

wieder. Aq, bezeichnet hier die volle Halbwertsbreite der Lorentzpeaks (engl.
FWHM = full width half maximum ). Nach der smektischen Elastizititstheorie

gilt dann die Abhangigkeit
1
=7y
giA

Aus einer Darstellung der ¢.-Breiten der Bragg-Sheets in Abhangigkeit von g
kann also die deGenne’sche Eindringtiefe A\ bestimmt werden.

(3.45)

4Genau genommen trigt auch g, zum lateralen Impusliibertrag bei, und nur fiir einen
Punkt auf der Datenmatrix gilt die spekulare Bedingung g = 0. Die g, Komponente kann
fiir die Auswertung beriicksichtigt werden und entsprechend der laterale Impulsiibertrag )| =
\/ @ + q2 betrachtet werden. In den im folgenden beschriebenen Messungen ist der Beitrag

jedoch sehr kein und kann daher vernachlassigt werden.
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Zusammen mit dem, aus spekuldrer Reflektivitat bestimmten, Caillé Parameter
1 konnen daraus die elastischen Konstanten K und B ermittelt werden.

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der diffusen Streuung an fluktuierenden
Membranstapeln. Auf dem zweidimensionalen Detektor sind zwei Bragg-Sheets zu se-
hen, in der Mitte davon befindet sich der spekular reflektierte Strahl SB. Die vertikalen
Schnitte durch das erste Bragg-Sheet sind durch die vertikal gepunkteten Linien dar-
gestellt.
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Kapitel 4

Experimente

In diesem Kapitel wird die experimentelle Durchfiihrung der Experimente be-
schrieben. Die Probenpraparation durch Spin-Coating wurde im Rahmen dieser
Arbeit entwickelt. An eine ausfiihrliche Beschreibung des Praparationsverfahrens
schlieBt ein Abschnitt iiber die Charakterisierung der Proben. Ebenso werden in
diesem Kapitel, neben der Praparation der Polymerlosungen, auch die Messung
der osmotischen Driicke mit den Ergebnissen beschrieben. Die Beschreibung der
Rontgenexperimente unter osmotischem Druck wird in diesem Kapitel auf die
reine Durchfiihrung beschrankt. Experimentelle Daten werden in Kapitel (5) zu-
sammen mit den Ergebnissen vorgestellt.

4.1 Probenpraparation

In dieser Arbeit wurden Oligo Membranstapel bestehend aus 2 - 30 Membranen
und dicke Proben mit Stapeln aus einigen hundert bis tausend Membranen un-
tersucht. Die dicken Proben wurden mit der gut etablierten [14, 84] Methode
des Spreitens (engl. spreading) nach Seul und Sammon [22] hergestellt. Fiir
die Herstellung von Oligo-Membranstapeln war bisher kein geeignetes Verfah-
ren bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Praparation von hochorien-
tierten Oligo Membranstapeln mit dem Lackschleuder-Verfahren (Spin-Coating)
entwickelt [27]. Das Spin-Coating Verfahren ist eine Standard Methode fiir Poly-
merbeschichtungen [26]. Die Anwendung dieses Verfahrens auf amphiphile Lipide
zur Herstellung von multilamellaren Phasen war jedoch bisher nicht bekannt. An
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die Beschreibung der Praparationsschritte 4.1.2 folgt ein Abschnitt zur Charak-
terisierung der entstandenen Proben.

4.1.1 Praparation durch Spreiten

Zur Herstellung von hochorientierten multilamellaren Lipidmembranstapeln auf
Substraten wird eine Lipidlésung in einem organischen Losungsmittel auf
sorgfaltig gereinigte Substrate getropft. Nachdem die Oberflache des Substrates
von der Losung benetzt ist, lasst man das Losungsmittel langsam verdunsten.
Dabei bilden sich in einem Selbstorganisationsprozess, der auf dem Substrat nu-
kleiert, multilamellare Lipidstapel. Das Losungsmittel muss so gewahlt werden,
dass es einerseits die Lipide gut 16st und andererseits die Oberflache des Substra-
tes vollstandig benetzt. Bei der Verwendung stark hydrophiler Losungsmittel (z.B.
Isopropanol) muss das Substrat evtl. vor dem Spreiten durch einen Atzprozess
hydrophilisiert werden. Als Substrate eignen sich bespielsweise handelsiibliches
Objekttragerglas, Quarzglas oder polierte Siliziumwafer. In dieser Arbeit wurden
Silizium Substrate verwendet. 5” Silizium Wafer der Orientierung (100) und der
Dicke & 0.5mm (Fa. Silchem, Freiberg) wurden auf eine GroBe von 15 x 25mm?
zugeschnitten und in einem 10 miniitigen Methanolbad mit Ultraschall gereinigt.
AnschlieBend folgte ein griindliches Spiilen in Methanol und zweifaches Spiilen in
hochreinem Wasser (Milli-Q, Fa. Millipore, Bedford, Mass.). Die Substrate wur-
den daraufhin mit einem N, Strom getrocknet. Die Lipide Dimyristoylphospha-
tidylcholine (DMPC) und Palmitoyloleoylphosphoserine (POPS) wurden in einer
Mischung aus Chloroform und Trifluoroethanol (TFE) im Mischungsverhiltnis
1:1, in einer Konzentration von 10 mg/ml gelost. Auf die waagerecht positio-
nierten gereinigten Substrate wurde je ein Tropfen von 100ul der Lipidldsung
pipettiert. Nachdem die Substratoberflache vollstandig durch die Losung benetzt
war, wurde die Evaporation des Losungsmittels durch eine Glasabdeckung auf
einem niedrigen Niveau gehalten. Die Proben konnten iiber eine Dauer von meh-
reren Stunden trocknen. Auf diese Weise konnten sich wohlgeordnete multilamel-
lare Membranstapel auf dem Substrat bilden. Zuletzt wurden die Proben noch
fiir ca. 20 Stunden in einem evakuierten Exsikkator gelagert, um Losungsmit-
telreste vollstandig zu entfernen. Die Proben wurden bis zur Messung bei einer
Temperatur von 4°C' aufbewahrt. Fiir die Messung wurden die Proben in ei-
ner Feuchtigkeitskammer oder einer Nasszelle hydratisiert und temperiert (siehe
Kap. 4.2.2). Die so praparierten Proben zeichnen sich durch einen hohen Grad
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Abbildung 4.1: Praparation mit dem Spin-Coating Verfahren

an Orientierung aus. Die Fehlorientierung (Mosaizitat) liegt typischerweise in der
GroBenordnung von 0.02° jedoch ist ihre Gesamtdicke iiber die Probenflache sehr
inhomogen und es l3sst sich keine einheitliche Schichtzahl bestimmen [14].

4.1.2 Praparation von Oligo-Membranstapeln

Wie bei der Methode des Spreitens wurden Lipide aus einer organischen Lésung
auf ein gereinigtes und evtl. gedtztes Substrat pipettiert. Nachdem die Losung das
Substrat benetzt hatte, wurde das Substrat in Rotation versetzt. Durch die Rota-
tion wurde die Losung gleichmaBig iiber das Substrat verteilt und iiberschiissige
Losung abgeschleudert.

Substratvorbehandlung

Als Substrate eignen sich wie fiir das Spreiten beispielsweise Objekttragerglas,
Quarzglas oder polierte Siliziumwafer. Die Reinigung der Substrate erfolgte
wie oben beschrieben. Fiir Lipidlosungen in den Losungsmitteln Isopropanol
oder TFE wurden die Substrate nach der Reinigung noch hydrophilisiert.
Dafiir wurden in dieser Arbeit drei alternative Atzmethoden verwendet. Eine
Methode ist ein halbminiitiges Atzbad in einer KOH Lésung. Fiir Silizium
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Substrate wurde eine gesattigte Losung von KOH in Ethanol verwendet, fiir
Glas Substrate eine 5-molare Losung von KOH in H,O. Nach dem Atzbad
war ein intensives Spiilen der Substrate mit hochreinem Wasser (Milli-Q, Fa.
Millipore, Bedford, Mass.) erforderlich und ein erneutes Trocknen in einem N
Strom. Zwei weitere Atzmethoden, die keine weiteren Spiilungen erfordern,
wurden verwendet: die Bestrahlung der Substrate mit einer Ozon erzeugenden
UV-Lampe (PenRay, UVP, Upland, CA) fiir eine halbe Stunde, oder ein Atzen
durch Plasma in einem Plasma Cleaner (Fa. Harrick scientific, Ossining, NY)
fir 30 Sekunden. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Resultaten der verschiedenen Atzmethoden beobachtet.

Lipidlésungen

Die synthetischen Lipide 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC),
1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DLPC), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine(DPPC), 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  (DOPC),
1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DMPE), 1,2-dimyristoyl-sn-
glycero-3-[phospho-rac-(1-glycerol)|(DMPG), 1-oleoyl-2-palmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine  (OPPC), 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-serine]
(POPS) wurden von der Firma Avanti Lipids (Alabaster, Alabama) bezogen
und ohne weitere Reinigung verwendet. Die gewiinschten Lipide oder Lipidmi-
schungen wurden in einem organischen Losungsmittel in den Konzentrationen
1 mg/ml 5 mg/ml 10 mg/ml 15 mg/ml und 10 mg/ml gelést. Die Wahl
des Losungsmittels richtet sich auch hier vor allem nach der Léslichkeit der
Lipide und den Benetzungseigenschaften des Substrates. Fiir Phosphocholine
wie DMPC und DLPC etc. haben sich Isopropanol und Chloroform bewahrt.
Phosphoethanolamine und die geladenen Phosphoglycerole und Phosphoserine
sind in Chloroform wesentlich besser |6sbar. Die fiir das Spreiten verwendete
Mischung aus Chloroform und TFE hat sich fiir das Spin-Coating Verfahren
weniger bewdhrt. Durch Betrachtung der fertigen Proben mit dem bloBen
Auge zeigt sich, dass die Wahl des Losungsmittels die Probenhomogenitat auf
Langenskalen von 10 — 100um beeinflusst. So haben Chloroform Losungen auf
ungedtzten (leicht hydrophoben) Substraten besonders schone glatte Proben
ergeben. In Tabelle 4.1.2 sind alle verwendeten Lipide mit den entsprechenden
Losungsmitteln aufgelistet.
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Lipide/Peptide Lésungsmittel | atzen GroBe Menge Stufe 1 | Stufe 2
mm? wl Upm Upm
DMPC, DLPC, DOPC, OPPC Isopropanol ja 15 x 25 | 100 — 200 500 3000
DMPC, Chloroform nein 15 x 25 | 100 — 200 — 3000
DMPG, DPPG Chloroform nein 15 x 25 | 100 — 200 - 3000
DMPE, DPPE (x) Chloroform nein 15 x 25 | 100 — 200 - 3000
PE:PC, 1:1 - 1:10 Chloroform nein 15 x 25 | 100 — 200 — 3000
PG:PC, 1:1 - 1:10 Chloroform nein 15 x 25 | 100 — 200 — 3000
POPS Chloroform nein 15 x 25 | 100 — 200 - 3000
DPPC, DOPC TFE ja 15 x 25 | 100 — 200 500 3000
DMPC/Alamethicin 10:1-200:1 Isopropanol ja 2in.0 500 1000 3000
DLPC/Alamethicin 10:1-200:1 Isopropanol ja 15 x 25 | 100 — 200 500 3000

Tabelle 4.1: Liste der erprobten Lipide und Lipid/Peptid-Mischungen mit den ent-
sprechenden Ldsungsmitteln und den Praparationsparametern (Stufe 1: Rotationsfre-
quenz in der ersten Sekunde, Stufe 2: Rotationsfrequenz in weiteren 30 Sekunden).
Mischungen sind durch Molare Verhiltnisse angezeigt. (x) DMPE und DPPE ergaben

mehrphasige Systeme.

Spin-Coating-Prozess

Das gereinigte und evtl. gedtzte Substrat wurde auf den Drehteller einer Be-
lackungsschleuder gelegt und mittels einer Membran-Vakuumpumpe angesaugt
und fixiert. Ein Tropfen der Lipidlosung zwischen 100 und 500 pl, je nach Kon-
zentration der Losung und SubstratgréBe, wurde auf das Substrat pipettiert (Abb.
4.1). Sobald die Lésung das Substrat vollstandig benetzt hatte, wurde das Sub-
strat mit in Rotation versetzt. Die Rotation erfolgte {iblicherweise in zwei Schrit-
ten. In einem ersten Schritt mit einer relativ niedrigen Rotations Frequenz (500
- 1000 Umdrehungen pro Minute, Upm) wurde die Lésung gleichmaBig verteilt.
Nach einer Sekunde wurde die iiberschiissige Losung in einem zweiten Schritt mit
3000 Umdrehungen pro Minute abgeschleudert. Der Film trocknete so wahrend
einer Rotationsdauer von insgesamt 30 Sekunden.

Anschliessend wurden die Proben fiir 20 Stunden in einem evakuierten Exsikkator
gelagert, um alle Restbestande des organischen Losungsmittels zu entfernen. Bei
der Verwendung von Isopropanol als Losungsmittel ist dabei der niedrige Dampf-
druck bei Raumtemperatur zu beachten. Bis zur Messung wurden die Proben bei
4°C' gelagert.
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Abbildung 4.2: Reflektivitaten von vier DMPC Proben, prapariert aus Lésungen in Iso-
propanol in abnehmenden Konzentrationen von oben: 20 mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml
und 1 mg/ml. An den beiden mittleren Kurven sind gut die Gesamtschichtdicken-

Ostzillationen (Kiessig-Fringen) zwischen den Bragg-Maxima zu erkennen.
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Abbildung 4.3: Anzahl N von DMPC Membranen auf Silizium und Glas Substra-
ten der GroBe 15 x 25mm? als Funktion der Losungskonzentration. ® N bestimmt
aus Gesamtschichtdicken-Oszillationen; B N bestimmt aus der Halbwertsbreite
der Braggmaxima

4.1.3 Charakterisierung der Oligo-Membran Proben
Schichtdicke

Abbildung 4.2 zeigt die Rongtenreflektivititen von vier DMPC Proben, die im
Spin-Coating Verfahren hergestellt wurden. Die Kurven wurden gemessen am
Strahlrohr D4 des Hamburger HASYLAB Labors und sind korrigiert beziiglich der
Probenausleuchtung, Untergrund und Ringstrom. Zur besseren Ubersicht wurden
die Kurven vertikal verschoben. Die Messungen wurden in einer Temperierkam-
mer (s. 4.2.2) durchgefiihrt, wobei die Proben aus der Wasserdampfatmosphare
hydratisiert wurden. Die erreichte Luftfeuchtigkeit betrug ca. 97% - 99% und die
Temperatur in der Kammer betrug 7' = 40.2°C'. Alle Proben wurden aus DMPC
Losungen in Isopropanol mit unterschiedlichen Konzentrationen prapariert. Aus
den Reflektivitdtsdaten ist zu erkennen, dass die Anzahl der Membranen mit der
Konzentration der verwendeten Losung zunimmt. In Abb. 4.3 ist fiir verschiede-
ne Proben die Anzahl der DMPC Membranen auf Silizium und Glas-Substraten
der GroBe 15 x 25mm? gegen die Konzentrationen der verwendeten Lésungen
in Isopropanol aufgetragen. Die runden Symbole bezeichnen N-Werte die aus
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Gesamtschichtdickenoszillationen der Messungen bestimmt wurden. Die offenen
Quadrate bezeichnen Werte, welche aus der Halbwertsbreiten der Bragg-Maxima
bestimmt wurden. Die Linie zeigt eine lineare Anpassung an die Datenpunk-
te. Durch die standige Verdunstung von Losungsmittel wahrend des gesamten
Praparationsprozesses sind die Konzentrationen mit groBen Fehlerbalken verse-
hen. Es zeigt sich, dass die Zahl N einen anndhernd linearen Verlauf mit der
Konzentration der Losung hat. Man kann also mit der Konzentration der Losung
die Stapeldicke kontrollieren. Das ist deshalb bemerkenswert, da die Dicke auf-
grund der periodischen Schichtstruktur im Membranstapel nur diskrete Werte
annehmen kann und ein Selbstorganisationsprozess beteiligt ist. Dieses Verhalten
zeigten auch alle anderen in dieser Arbeit untersuchten Lipidsysteme (Tabelle
4.1.2). Die Anzahl der Membranen auf einer Probe lieB sich auch durch die Ro-
tationsfrequenz auf der Lackschleuder variieren. Durch Reduktion der Frequenz
auf ca. 100 — 200 Upm lieBen sich beispielsweise sehr dicke Proben von 100-
1000 Membranen herstellen. Bei der langsamen Rotation wurden die Lipide nicht
vom Substrat abgeschleudert, so dass die gesamte aufgetragene Lipidmenge auf
dem Substrat haften blieb. Diese Methode kann als Alternative zum Spreiten
verwendet werden.

Orientierung und Laterale Homogenitat

Die im Spin-Coating Verfahren hergestellten Proben wiesen eine sehr geringe
Mosaizitat auf. Abbildung 4.4 zeigt den Rocking-Scan einer DMPC Probe am
ersten Bragg Maximum, gemessen unter partieller Hydratisierung aus Wasser-
dampf, (r.H.~ 98%). Die Mosaizitét der Probe ist durch die Halbwertsbreite des
Maximums bestimmbar. Ahnlich wie bei den im Spreitverfahren hergestellte Pro-
ben liegt sie der GréBenordnung von 0.01° nahe der instrumentellen Auflosung
im Experiment. In Abbildung 4.4 sieht man, dass die diffuse Intensitat am ersten
Bragg Maximum vier GroBenordnungen unter der spekuldren Intensitat liegt, was
auf eine starke Unterdriickung der thermischen Fluktuationen und einen hohen
Grad an lateraler Homogenitat hinweist. Die Messung ist dabei empfindlich auf
Inhomogenitaten bis zur GréBenordnung der Koharenzlange des Rontgenstrahls,
die bei einigen um liegt. Ein weiterer Hinweis auf die laterale Homogenitat der
Proben ist die Ausbildung von ausgepragten Gesamtschichtdicken-Oszillationen
den so genannten Kiessig Fringes [74], in der spekuldren Reflektivitat in Abb.
4.2. Sie zeigen, dass den Proben iiber weite Teile der Oberflache eine einheitliche
Dicke bzw. Anzahl von Membranen zugeordnet werden kann. Bei einer Betrach-
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Abbildung 4.4: Rocking-Scan einer DMPC-Probe, hergestellt durch Spin-Coating
aus einer Losung in Isopropanol (10mg/ml) auf Silizium

tung mit optischer Mikroskopie, aber auch mit Rasterkraftmikroskopie lassen
sich dennoch Defekte in der Probenoberflache beobachten. Sie zeigen entnetzte
Flachen mit blankem Substrat auf Langenskalen groBer als 10 pm (Abb. 4.5).
Beobachtungen an Proben vor und nach Temperierung und Hydratisierung in
einer Temperierkammer, zeigen bei einigen Proben eine Verstarkung der Defek-
te durch die Hydratisation [99]. Zwischen einzelnen Defekten ist die Oberfldche
jedoch sehr homogen, so dass die Zuordnung einer Gesamtschichtdicke sinnvoll
ist. Im Gegensatz dazu weisen Proben, die durch Spreiten hergestellt wurden,
bedingt durch viele einzelne Domanen iiblicherweise Schichtdickenvariationen in
der GroBenordnung von einigen 10 pm iiber die Probenoberflache auf [14].

4.1.4 Herstellung der Polymerlésungen

Fiir Messungen an dem ungeladenen Lipid DMPC wurde das neutrale Polyethy-
leneglycol (PEG, Fluka) mit einer Molekiilmasse von 20000 Dalton verwendet.
Das Polymer wurde bei Fluka bezogen und ohne weitere Reinigung in Reinst-
wasser (Milli-Q, Millipore) gelost. Es wurden Lésungen der Konzentrationen (in
Gewichtsanteilen) 1.5% , 2.9%, 3.6%, 5.8%, 9%, 12.1%, 14.2%, 19.3% und
25% hergestellt. Polyethylenglycol der Masse 20000 Dalton ist gut wasserléslich.
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Abbildung 4.5: Hellfeld Mikroskopie Aufnahme eines Defekts in einer im Spin-
Coating Verfahren hergestellten DMPC Probe auf Silizim (20 mg/ml in Isopro-
panol). Das Bild wurde bei Raumtemperatur bei einer Luftfeuchtigkeit von ca.
60% aufgenommen. Die Probe befand sich in der Gel Phase. Die Aufnahme zeigt
eine entnetzte Flache mit blankem Silizium.
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Die Losungen waren farblos und je nach Konzentration, fliissig bis zahfliissig.
Der osmotische Druck der PEG Losungen wurde Literaturwerten [100] entnom-
men. Fiir die Messungen an dem einfach negativ geladenen Lipid POPS wurde
das ebenfalls negativ geladene Polystyrenesulfonat Nat (PSS) der Masse 70000
Dalton verwendet. Es wurde von Sigma Aldrich bezogen und in Reinstwasser
(Milli-Q, Millipore) geldst. Zur Reinigung der PSS Losungen wurden die Lésun-
gen iiber mehrere Tage in Dialysebddern gespiilt. Der molekulare CutOff der
Dialyseschlauche (Fa. Spektrum) lag bei 30000 Dalton. Die Losungen wurden
durch die Dialyse stark verdiinnt und mussten anschlieBend in einem Rotations-
verdampfer wieder konzentriert werden. Die Reinigung ist sehr zeitaufwandig.
Fiir die Rontgenmessungen wurden hauptsachlich ungereinigte Losungen ver-
wendet. Es wurden Losungen der Konzentrationen (in Gewichtsanteilen) 0.5% ,
1%, 2%, 3.95%, 6%, 9.7%, und 13% hergestellt. Polystyrenesulfonat der Mas-
se 70000 Dalton ist gut wasserloslich. Die Losungen waren fliissig und je nach
Konzentration schwach gelb bis dunkelgelb. Die fertigen PSS Lésungen wurden
im Kiihlschrank aufbewahrt!. Der osmotischen Druck der PSS Lésungen wurde
mit einem Dampfdruckosmometer bestimmt.

4.1.5 Bestimmung des osmotischen Druckes

Der osmotische Druck der Polymerlésungen gegeniiber reinem Wasser wurde
mit einem Dampfdruck-Osmometer der Firma Gonotec gemessen. Die Messung
beruht auf der Dampfdruckerniedrigung einer Losung gegeniiber dem reinen
Losungsmittel, die durch eine Temperaturerhéhung ausgeglichen wird. Zwei Ther-
mistoren, die als Temperaturfiihler in Differenzmessung geschaltet sind, werden in
einer mit Losungsmitteldampf gesattigten thermostatisierten Messzelle hangend
angeordnet (Abb. 4.6). Zunichst werden die Temperaturfiihler mit Hilfe von
Spritzen mit Losungsmitteltropfen umhiillt. Sobald sich diese der Zellentempera-
tur angeglichen haben und zwischen den Temperaturfiihlern kein Temperaturun-
terschied mehr besteht, wird ein Tropfen gegen einen Tropfen der zu bestimmen-
den Losung ausgetauscht. In Folge des geringeren Losungsmittel-Dampfdruckes
tiber der Losung kommt es zur Kondensation von Lésungsmitteldampf. Die dabei
frei werdende Kondensationsenthalpie erhéht die Temperatur des Losungstrop-
fens, was wiederum gleichzeitig eine Dampfdruckerhéhung zur Folge hat. Nach

'Bei einer Aufbewahrung bei Raumtemperatur iiber mehrere Wochen wurde die Lsung
von Schimmelpilzen befallen.
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Abbildung 4.6: Schematische Darstellung der Messzelle des Dampfdruckosmo-
meters der Firma Gonotec, Berlin

einer Equilibirierungsdauer von ca. sechs Minuten stellte sich bei einer relativ
stabilen erhchten Temperatur an dem L&sungstropfen ein Gleichgewicht zwi-
schen der gesattigten Dampfatmosphare der Messzelle und der Oberfliche des
Losungstropfens ein. Die Temperaturdifferenz wurde von den beiden Tempera-
turfiihlern, die Bestandteil einer Wheatstoneschen Messbriicke waren, mit einer
Aufldsung von ca. 5 - 107°°C' (Herstellerangabe, Gonotec) erfasst und in ein
Gleichspannungssignal iiberfiihrt. Der relative Messwert ist proportional der os-
molalen Konzentration? O der Lésung. Der osmotische Druck einer Lésung mit

20smometer werden hiufig fiir medizinische Anwendungen verwendet, Das Messergebnis
wird {iblicherweise als osmolale oder osmolare Konzentration angegeben, entsprechend der
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wurde mit NaCl Losungen bekannter Osmolalitat kalibriert. Der Messfehler war
bei der Messung aus verschiedenen Griinden relativ groB. Zum einen kann der
Messwert generell durch Warmeverluste und sich nicht ideal verhaltende Poly-
merlosungen beeinflusst werden. Zum anderen ergeben sich durch den Messvor-
gang systematische Fehler.
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Abbildung 4.7: Gemessener osmotischer Druck der PSS-Losungen gegen die Kon-
zentration (Gewichtsprozent) aufgetragen. Die mit offenen Symbolen dargestell-
ten Werte sind zum Vergleich aus Gao et al. entnommen.[101]

Dadurch, dass zuerst beide Temperaturfiihler mit einem reinen Losungsmittel-
tropfen umhiillt sind, wovon dann einer durch Lésung ersetzt wird, muss man

molalen bzw. molaren® Konzentration einer sich ideal verhaltenden Losung.

3 Die Molalitit einer Lésung bezeichnet die Menge des geldsten Stoffes in Mol pro Kilo-
gramm des Losungsmittels. Unter Molaritdt versteht man die Menge des geldsten Stoffes in
Mol pro Liter des Losungsmittels.
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diesen Temperaturfiihler erst einige male mit der Losung spiilen, um nicht einen
verdiinnten Tropfen am Fiihler zu erhalten. Durch das wiederholte Tropfen von
Losung an die Fiihler und das Abtropfen in das Losungsmittelreservoir erhéht
sich die Konzentration des gelosten Stoffes im Reservoir, wodurch sich der
Dampfdruck im Behalter verringert. Um den sicherlich groBeren Fehler durch
Verdiinnung gering zu halten wurden fiir jede Konzentration mehrer Messun-
gen durchgefiihrt, bis sich iiber drei aufeinanderfolgende Messungen ein stabi-
ler Messwert ergeben hat. Die Messpunkte wurden mit einer Ausgleichsgeraden
P(Konz.) = A+ B - Konz angepasst, mit den Parametern A = —25899.9
und B = 104839 fiir den Druck in Pa und die Konzentration in Gewichtspro-
zent. Zum Vergleich sind die gemessenen Daten in Abbildung 4.7 zusammen mit
Literaturdaten von Gao et al. eingetragen [101].

4.2 Rontgenmessungen

4.2.1 Aufbau der Streuexperimente

Die Messungen der spekuldaren Reflektivitaten wurden an dem Strahlrohr des
Ablenkmagneten D4 am Hamburger Synchrotron Strahlungs Labors HASYLAB
durchgefiihrt. In Abbildung 4.8 ist der Aufbau des Messplatzes schematisch dar-
gestellt. Der vom Ablenkmagneten kommende Photonenstrahl trat horizontal
durch eine Eingangsblende in die Experimentierkammer. Um den Anteil hoch-
energetischer Photonen im Strahl zu verringern wurde der Strahl zunachst an
einem Rh-Spiegel knapp unterhalb des Grenzwinkels fiir externe Totalreflexion
fir die gewiinschte Energie reflektiert. Mit einem einfachen Si(111) Monochro-
mator wurde anschlieBend eine Energie von 19.92 keV (\ = 0.6224) gewahlt und
der Strahl gleichzeitig wieder horizontal gelegt. Die fiir Streuexperimente relativ
hohe Energie von 19.92 keV wurde gewahlt, um einerseits die Strahlenschaden in
der Probe gering zu halten, und um andererseits durch eine 18 mm dicke Was-
serschicht in der Probenkammer ohne allzugroBe Absorptionsverluste messen zu
konnen. Nach dem Monochromator wurde der Strahl durch Blenden horizontal
und Vertikal rdumlich definiert, so dass er in einer GréBe von 0.5 mm Durch-
messer auf die Probe im Drehzentrum eines Goniometers traf. Der an der Probe
reflektierte Strahl wurde nach dem passieren einer Gesichtsfeldblende und einer
Kollimationsstrecke, die den Streuuntergrund reduzieren sollte, hinter einer De-
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tektorblende mit einem schnellen Szintillationszahler detektiert (Cyberstar, Ox-
ford Instruments).

Monitor-
zahler Gesichts-
feld- Detektor-
(i blende blende
Mono-

T Detektor
0 20
chromator Eingangs- :

Il blende ¢
Quelle Probe

(vereinfacht)

Absorber

Rh-Spiegel

Abbildung 4.8: Aufbau des Streuexperiments am Strahlrohr D4 des HASYLAB in
Hamburg 4

Die Messungen der diffusen Bragg-Sheets wurden am UndulatormeBplatz 1D01
der Europaischen Synchrothron Strahlungsquelle ESRF in Grenoble durchgefiihrt.
Hierbei wurde Strahlung der Energie 20 keV verwendet, die durch einen Si (311)
Doppelmonochromomator selektiert wurde. Die Intensitat wurde mit einem CCD-
Kamera (Princeton CCD) zweidimensional aufgenommen. Der Detektor wurde
senkrecht zur Strahlrichtung in Transmissionsgeometrie hinter der Probe aufge-
stellt (Abb. 4.9* ), wobei der Primirstrahl und der Probenhorizont durch eine
Blende hinter der Probe ausgeblendet wurden. Die Ausrichtung der CCD Kamera
war naherungsweise entlang der ¢, — ¢.-Ebene. Da die Form des Detektors auch
durch Fouriertransformation in den reziproken Raum transformiert, ergibt sich
ein leicht gekriimmter Verlauf im reziproken Raum. Bei konstantem Einfallswin-
kel gilt nur fiir einen Punkt auf dem Detektor die spekuldre Bedingung. Da die
Intensitat unter spekularer Bedingung am hochsten ist, wurde der Einfallswin-
kel auf die Probe jeweils so gewahlt, dass der spekular reflektierte Strahl immer
zwischen zwei benachbarten Bragg-Maxima lag. Auf diese Weise wurde eine zu
schnelle Sattigung der gezahlten Intensitat vermieden. Da die CCD-Kamera nur
iiber einen sehr kleinen Intensitatsbereich dynamisch zahlt, mussten trotzdem
von jeder Einstellung mehrere Aufnahmen mit unterschiedlicher Zahlzeit aufge-
nommen werden. Bei den Messungen betrug der Abstand zwischen Detektor und

4 Grafikbausteine (© Dr. C. Miinster
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Abbildung 4.9: Aufbau des Streuexperiments am Strahlrohr ID01 der ESRF in
Grenoble *

Probe 1.567 m, was bei einer PixelgroBe von 54.5 - 1076 m einer theoretischen
Auflésung von Aq. = 3.5210*A~" entspricht.

4.2.2 Probenumgebung

Fiir die Rontgenmessungen sollten die Proben in biologisch relevantem Zustand
sein, das heiBt sie mussten hydratisiert und temperiert werden. Die Hydratisierung
geschah zum einen aus der Gasphase aus einer mit Wasserdampf gesattigten At-
mosphare oder durch direkten Kontakt mit einem Wasserbad. Zur Hydratisation
aus der Gasphase wurde die Probe in einer doppelwandigen Temperierkammer
aus Edelstahl mit Kaptonfenstern (Abbildung 4.10, A) montiert [14]. Die Tempe-
raturkontrolle erfolgte durch den Durchfluss einer Temperierfliissigkeit mit einem
Warmereservoir (Julabo). Durch eine externe Steuerung konnte die Temperatur
so iiber mehrerer Stunden auf £1°C konstant gehalten werden bzw. kontrol-
liert variiert werden. Durch ein Wasserreservoir in der Kammer wurde eine hohe
relative Luftfeuchtigkeit in der Kammer gewdhrleistet. Nominell sollte die Luft-
feuchtigkeit bei 100 % liegen, tatsachlich wurde jedoch bereits in fritheren Stu-
dien [58, 102, 103] beobachtet, dass festkorpergestiitzte Membranen in solchen
Umgebungen nicht ihren voll hydratisierten Zustand erreichen. Dieses Phano-
men wurde als vapor pressure paradoxon bekannt. Katsaras et al. [104] haben
dies jedoch auf kleine Temperaturgradienten in den Kammern und daraus resul-
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tierende Abweichungen der relativen Luftfeuchtigkeit von 100 % zuriickgefiihrt.
Schon kleine Abweichungen entsprechen einem starken osmotischen Druck auf
die Proben (Kapitel 2). Man spricht hier von partieller Hydratisierung. Mit einer
verbesserten Kammerkonsruktion [105] ist es auch durch Hydratisation aus der
Gasphase moglich eine volle Hydratisierung zu erreichen. In der in dieser Arbeit
verwendeten Kammer war dies nicht moglich. Es wurde eine relative Luftfeuch-
tigkeit von ca. 95 — 98 % erreicht. Messungen bei voller Hydratisierung und bei
kontrollierten osmotischen Druck erfolgten in einer separaten Nasskammer aus
Edelstahl (Abbildung 4.10, B) mit Kaptonfenstern [84], welche zur Temperierung
in die oben beschriebene Kammer eingesetzt wurde. Die Nasskammer ermoglicht
die Montage der Probe im trockenen Zustand und das spatere Fluten der Kam-
mer mit Wasser bzw. Polymerlésung. Durch ein Spiilen der Kammer kann die
Losung in situ gewechselt werden. Zum Wechsel der Polymerlosungen wurde
die Kammer jeweils mit mindestens dem dreifachen Kammervolumen der neuen
Losung gespiilt, um den Fehler in der Konzentration gering zu halten.

(A) 8 (B) Stahlkammer
Wasser
Probe bzw.
Lésung
1 Strahl-
W‘\' y — fenster — | -
Strahl
7
\
‘(
Befestigungs-
Wasser schrauben

Abbildung 4.10: (A) Temperierkammer [14], (B) Nasskammer [84]

4.2.3 Hydratisation unter osmotischem Druck

In der Nasskammer wurde sowohl bei voller Hydratisation als auch bei partiel-
ler Hydratisation unter osmotischem Druck gemessen. Fiir volle Hydratisation
wurde die Kammer mit hochreinem Wasser geflutet. Fiir die Messungen unter
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osmotischem Druck wurde stattdessen eine Polymerlosung verwendet. Die Me-
thode beruht auf dem Austausch der Wasserphase durch eine wassrige Losung
von groBen Polymeren. Die Polymere miissen so groB sein, dass sie nicht in die,
nur einige nm dicke, Wasserschicht eindringen konnen. Fiir das ungeladene Lipid
DMPC, das bei voller Hydratisation eine Wasserschichtdicke von 28 A hat, wur-
de das ungeladene Polymer Polyethyleneglycol (PEG) der Masse 20000 Dalton
verwendet. Bei einer Masse der Monomere von 44 Dalton bestehen die Polymere
im Mittel aus etwa 455 Monomeren [106]. Der Gyrationsradius® Isst sich dann

tiber
W VNl Ry
Ve V6
abschatzen [107], wobei N die Anzahl der Monomere bezeichnet und [, deren
mittleren Abstand. Rg ist der mittlere End-zu-End-Abstand der Polymerkette.
Mit einem Abstand I, = 1.6A[108] ergibt sich ein Gyrationsradius von 14 A
bzw. ein End-zu-End Abstand von Rp = 34.1 A. Damit ist ein Eindringen der
Polymere in die Wasserschicht, die im hochsten Fall ca. 28 A dick ist unwahr-

(4.2)

scheinlich. Die Membranen wirken daher wie eine semipermeable Membran, in-
dem sie die Polymer von den diinnen Wasserschichten trennen. Dadurch entsteht
ein Ungleichgewicht im chemischen Potential, und ein Druck wird auf die Was-
serschicht ausgeiibt. Es wurden PEG Loésungen in Konzentrationen von 1.5%
bis 25% verwendet. Die enstprechenden osmotischen Driicke wurden der Lite-
ratur entnommen. [100]. Fiir das einfach negativ geladene Lipid POPS zeigte
sich das ungelandene PEG 20000 als nicht ausreichend. Die AbstoBung durch
die Gegenionen in der Wasserschicht ist so stark, dass das Polymer zwischen
die Membranen eindringen konnte. Mit dem ebenfalls negativ geladene Polymer
Polystyrenesulfonat Na™ PSS (Fluka) 70000 Dalton konnte das Eindringen der
Polymere in die Wasserschicht verhindert werden. Die elektrostatische AbstoBung
ist so stark, dass die Polymere nicht in die Wasserschicht eintreten [109]. Ledig-
lich die Gegenionen konnen sich austauschen. Die elektrostatische AbstoBung
zwischen Lipiden und Polymeren iiberwiegt hier den Effekt der PolymergroBe.
Mit dem Polymer der Masse 70000 Dalton konnten die POPS-Membranen bei
einer Membrandicke von ca. 37 A bis zu einer Gleichgewichtsdicke d = 220 A
quellen. Es wurde mit PSS Losungen der Konzentration 1%, 2%, 3.95%, 6%,
9.7% und 13% (Gew. %) gemessen. Die gemessenen Driicke sind in Kapitel
4.1.5 dargestellt.

5MaB fiir die raumliche Ausdehnung eines Polymermolekiils, entspricht ca. dem Durchmes-
ser des Molekiils in Lésung
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Abbildung 4.11: Schematische Darstellung des Streuexperimets an voll hydrati-
sierten Membranen (A) und unter osmotischen Druck durch Hydratisierung aus
einer Polymerlsung (B)

4.2.4 Reflektivitatsmessungen an ungeladenen DMPC-
Membranen

Oligo-Membranstapel des ungeladenen Lipids DMPC wurden bei voller Hydrati-
sation in reinem Uberschuss-Wasser und in Polymerldsungen bekannten osmo-
tischen Druckes gemessen. Die Temperatur betrug dabei 45°C. Diese Tempera-
tur wurde gewahlt, damit sich die Membranen sicher in der L,-Phase befinden.
Zwar liegt die Hauptphaseniibergangstemperatur fiir voll hydratisiertes DMPC
bei 23.5°C, die Ubergangstemperatur nimmt aber mit sinkender Hydratisierung
zu. Durch die Wahl der hohen Temperatur wurde gewahrleistet, dass die Mem-
branen auch bei starkem osmotischem Druck, und entsprechend geringer Hydra-
tisierung in der L,-Phase vorliegen. Reflektivitatskurven wurden aufgenommen,
beginnend mit der hochsten PEG Konzentration von 14.2% Gewichtsanteil, ent-
sprechend einem osmotischen Druck von 1.95 - 10° Pa. Die Polymerkonzentratio-
nen wurden anschlieBend in neun Schritten variiert, indem die Kammer zwischen
den Messungen mit der jeweils nachsten Losung gespiilt wurde. Fiir die Messrei-
he von neun Konzentrationen wurden zwei identische Proben, die jeweils aus
100 ul DMPC Lésung in Chloroform (10 mg/ml) durch spin-coating hergestellt
wurden, verwendet. Probe A wurde in nachstehender Reihenfolge in den PEG-
Konzentrationen 14.2%; 25% und 9% gemessen. Probe B wurde in den iibri-
gen PEG-Loésungen der Konzentrationen: 12.1%; 9%; 5.8%; 3.6%; 2.9%; 1.5%
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und O gemessen. Alle Daten wurden korrigiert beziiglich der winkelabhangigen
Probenausleuchtung, beziiglich des Ringstromes und, durch Abzug eines Offset-
Scans, beziiglich des diffusen Streuuntergrundes. Die gemessenen Kurven werden
im nachsten Kapitel 5 zusammen mit den numerischen Anpassungen gezeigt.
Zusatzlich wurden Reflektivitatsmessungen an dicken, durch spreiten praparier-
ten DMPC-Proben durchgefiihrt. Die ,dicken" Proben wurden in PEG L&sungen
mit aufsteigender Konzentration gemessen. Eine Probe mit den Konzentrationen
1.5%; 3.6%; 9%; 19.3%; Gewichtsprozent und eine weitere Probe beginnend mit
reinem Wasser und anschlieBend bei 9% und 14.2%-iger Losung.

4.2.5 Reflektivitatsmessungen an geladenen POPS-
Membranen

Reflektivitatsmessungen wurden an diinnen und dicken POPS Proben in PSS
Losungen verschiedener Konzentrationen durchgefiihrt. Eine Messung in reinem
Wasser war nicht méglich, da die geladenen Membranen ohne osmotischen Druck
nicht stabil sind. Diinne Proben wurden mit den Losungen der Konzentrationen
2%, 3.95%, 6%, 9.7%, 13% Gewichtsprozent gemessen. Dicke Proben wurden in
Losungen der Konzentrationen 1%, 2%, 3.95%, 6%, 9.7% und 13% Gewichtspro-
zent gemessen. Dazwischen wurden die Proben mehrmals gewechselt.

4.2.6 Messungen der diffusen Streuung an dicken Proben

Die Intensitat der diffusen Streuung von Membranstapeln liegt (blicherweise
einige GroBenordnungen unterhalb der spekuldren Intensitdt. Oligo-Membranen
geben zudem aufgrund der geringen Zahl von beitragenden Membranen ein
niedriges Streusignal. Fiir die Messung der diffusen Streuung mit Hilfe eines
2D-Detektors wurden daher nur dicke Proben aus mehreren hundert Membranen
verwendet. Die diffusen Bragg-sheets wurden an DMPC-Proben bei drei ver-
schiedenen osmotischen Driicken durchgefiihrt. In reinem Wasser wurde bei einer
Temperatur von 30°C gemessen. Die Messungen in einer PEG Losung mit einer
Konzentration von 9% (Gewichtsprozent) wurden bei einer Temperatur von
39°C — 40°C' aufgenommen. Eine Messung von DMPC in einer Konzentration
20% wurde bei T = 34°C aufgenommen. Die Proben wurden hier zwischendurch
gewechselt so, dass kein Losungsaustausch notwendig war. Die Messungen der
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diffusen Bragg-Sheets wurden an dem Undulator-MeBplatz ID01 der ESRF in
Grenoble durchgefiihrt. Bedingt durch messtechnische Probleme konnten die
diffusen Bragg-Sheets von DMPC nur bei unterschiedlichen Temperaturen, un-
gleich der 45°C  bei welcher die Reflektivitdtsmessungen aufgenommen wurden,
gemessen werden. Hohe Anforderungen an Strahlintensitdt und Strahlbedingung
lassen eine Durchfiithrung nur an wenigen Strahlrohren, die aufgrund ihrer
Leistungsstiake auch entsprechend ausgelastet sind, zu. Eine Wiederholung der
Messungen war daher im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.
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Kapitel 5

Auswertung der
Rontgenreflektivitaten und
Schlussfolgerungen

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Rontgenexperimente mit den
Messdaten besprochen. Die Darstellung der Reflektivitatsdaten von Oligo-
DMPC-Membranen unter osmotischem Druck mit numerischen Anpassungen
nimmt dabei einen groBen Raum ein, da das Modell zur Anpassung an sich
ein Ergebnis dieser Arbeit ist. Zu den Reflektivitatsdaten werden die, durch die
Anpassung ermittelten, Elektronendichteprofile angegeben. In den darauffolgen-
den Abschnitten werden die aus den Anpassungen ermittelten Parameter wie
Gleichgewichtsabstand und elastische Parameter mit den Vorhersagen aus den
Membranpotentialen verglichen.

5.1 Ungeladene Membranen: DMPC

5.1.1 Anpassung der Reflektivitdtskurven und Elektronen-
dichteprofile

Abbildungen 5.1 bis 5.10 zeigen die gemessenen Kurven in zunehmender Rei-
henfolge der Polymerkonzentrationen. Alle gemessenen Kurven wurden korrigiert
beziiglich der winkelabhangigen Probenausleuchtung. Bei gleichbleibender

7
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StrahlgroBe verandert sich bei Drehung der Probe im Strahl der Anteil der an
Streuprozessen beteiligten Strahlung. Die Dauer der Messung einer typischen
Reflektivitatskurve betrug ca. zwei Stunden. Die Abnahme des Speicherringstro-
mes wahrend dieser Zeit wurde in der Auswertung ebenfalls beriicksichtigt. Um
die spekular reflektierte Intensitat von der diffusen Intensitat zu trennen, wurde
von den Messdaten ein Offsetscan abgezogen. Die so korrigierten Daten konnten
nun mit dem in Kapitel 3 entwickelten Modell beschrieben werden. Im folgenden
werden die einzelnen Ergebnisse der Anpassungen beschrieben. Im Anhang wird
eine Tabelle mit allen Parametern der Anpassungen gegeben.
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Abbildung 5.1: Reflektivitat von 17 DMPC Membranen in 25%-iger PEG Lésung
mit Anpassung und Elektronendichteprofil

Abbildung 5.1 zeigt die Reflektivitdit von 17 DMPC-Membranen auf Silizium
Substrat, hydratisiert aus einer wassrigen PEG-Losung der Konzentration von
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25% (Gewichtsanteil). Die Zahl von N = 17 Membranen bezeichnet hier die
maximale Schichtdicke iiber die Probenoberfliche. Mit einem Bedeckungsfaktor
von o = 1.6 und B = 2 (siehe Kapitel 3.3.2) betragt die mittlere Schichtdicke
nur 8 Membranen.Bei einem Vergleich mit den aus der Gasphase hydratiserten
Proben (Abbildung 4.2) zeigt sich eine héhere Defektdichte, wenn die Proben
in direktem Kontakt mit der Losung sind. Die Defekte zeigen sich vor allem in
der Unterdriickung der Kiessig-Fringes, die bei Hydratisation aus der Gasphase
deutlich zu erkennen sind. Die Polymerlosung iibt einen osmotischen Druck von
8.7 - 10° Pa auf die Probe aus. Aus der Position der 5 Bragg Maxima konnte eine
Periode d = 52.9 A ermittelt werden. Ein vergleichbarer Grad an Hydratisation
konnte auch aus der Gasphase in der Temperierkammer erreicht werden.
Auffallend ist hier die Unterdriickung des vierten Bragg Maximums durch den
Formfaktor, die auch in einer Messung mit vergleichbarer Hydratisation aus
der Gasphase (in Abbildung 4.2) zu sehen ist. Die hier gemessene Periode von
d =529 A entspricht einer Hydratisation von 18 Wassermolekiilen pro Lipid-
molekiil. Unter der Annahme, dass die Wasserschicht zwischen den Membranen
von den Lipidmolekiilen durch eine glatte ebene Grenzflache getrennt ist und
dass die Lipidmolekiile eine mittlere laterale Fliche von 61.7 A% [59] einnehmen,
entspricht das einer Wasserschichtdicke von d,, = 17.4 A. Dies entspricht mit
einer Abweichung von 2.5 A dem Phosphor-Phosphor-Abstand iiber der Wasser-
schicht d,,,— im Elektronendichteprofil (markiert durch die Maxima im Einschub
von Abbildung 5.1), der 20.0 A betrigt. Der Phosphor-Phosphor-Abstand iiber
die Membran d,, betrigt 32.9 A. Tatsichlich kann man die Wasserschicht
raumlich nicht streng von der Membran trennen. Vielmehr umgeben sich die
polaren Kopgfgruppen der Lipide an allen Seiten von Wassermolekiilen, weshalb
auch Wassermolekiile zwischen den Kopfgruppen in der Membranebene zu
finden sind. Die mittlere Fliche pro Kopfgruppe von 61.7 A% bezieht sich so
auch auf die Flache von voll hydratisierten Lipiden und beinhaltet auch den
Beitrag der Wassermolekiile.

Die Anpassung in Abbildung 5.1 zeigt im Intensitatsverlauf zwischen den
Bragg-Maxima vierter und fiinfter Ordnung eine Abweichung von der ge-
messenen Intensitdt. Der gemessene Verlauf konnte durch Phasenumkehr des
finften Fourier-Koeffizienten besser angepasst werden. Dadurch ergibt sich
jedoch ein Elektronendichteprofil (Abbildung 5.2), das den Erfahrungen aus
Experimenten an un-orientierten und orientierten Membranen [88, 110, 89] und
Ergebnissen aus Molekulardynamik-Simulationen [111, 13, 11] widerspricht. Vor
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Abbildung 5.2: Reflektivitat von 17 DMPC Membranen in 25%-iger PEG Lésung
mit Anpassung und Elektronendichteprofil mit fs;= + 0.11

dem Hintergrund einer recht genauen Vorstellung von Elektronendichteprofilen
von Lipidmembranen wurde diese Moglichkeit verworfen. Aus der bevorzugten
Anpassung in Abbildung (5.1) wurde ein Wert n = 0.003 fiir den Caillé
Parameter fiir die Starke der Fluktuationen bestimmt. Dieser Wert ist jedoch
mit einem groBen Fehler behaftet. Vor allem in den Messungen unter starkem
osmotischen Druck spielen die Fluktuationen keine groBe Rolle. Bei zunehmenden
Fluktuationen unter niedrigerem osmotischem Druck werden dadurch vor allem
die Bragg-Maxima hoherer Ordnungen unterdriickt.(s.o.)

Die Maxima im Elektronendichteprofil im Einschub von Abbildung (5.1)
markieren die Positionen der Phosphoratome in den Membranen, die mit einer
Elektronenzahl von 15 Elektronen pro Atom am starksten zur Elektronendichte
beitragen. Zwischen den Phosphoratomen iiber die kiirzere Distanz d,,_von
20 A geht die Elektronendichte auf den Wert der Elektronendichte von Wasser
von 0.33¢~/A3. Auf der anderen Seite zwischen den Maxima, im Zentrum
der Grafik bei z = 0 hat die Elektronendichte ein ausgepragtes Minimum
von 0.235¢~ /A% was der Elektronendichte der CHs-Gruppen am Ende der
Acylketten entspricht. Die Tatsache, dass die Acylketten nicht als Plateau im
Elektronendichteprofil zu sehen sind sondern nur als Abfall der Dichte von
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den Kopfgruppen zu Membranmitte, lasst sich dadurch erklaren, dass die
Membranen schlieBlich in der L,-Phase sind und die Ketten entsprechend weich
sind. Zusatzlich ist in einem solchen Profil die intrinsische Rauigkeit der Membra-
nen enthalten, die beispielsweise durch Versetzungen einzelner Molekiile entsteht.

Abbildung 5.3 zeigt die Reflektivitdt derselben Probe, hier in einer PEG-
Losung von 14.2% (Gewichtsanteil), entsprechend einem osmotischen Druck von
1.95 - 10° Pa. Wieder sind fiinf Bragg-Maxima zu erkennen. Im Vergleich zur vo-
rigen Kurve ist jedoch das vierte Maximum deutlicher ausgepragt. Die Position
der Bragg-Maxima lisst auf eine Periode von 55.4 A schlieBen. Der Verlauf der
Simulation stimmt gut mit der Messung iiberein. Wie oben ergibt die Simulation
eine Zahl N = 17. Der Bedeckungsfaktor betrdgt o = 1.7, was einer geringeren
Defektdichte entspricht und nahe liegend ist, da diese Messung vor der obigen
durchgefiihrt wurde und die Probe in der Zwischenzeit mit der neuen PEG-L&sung
gespiilt wurde. Auch nach optischer Beobachtung des Spiilvorgangs scheint es
wahrscheinlich dass sich bei dem Spiilen kleine Teile von dem Membranstapel
|6sen. Der Caillé Parameter wurde mit n = 0.02 bestimmt. Dieser Wert ist
wesentlich hoher als der obige, jedoch gelten auch hier die Einschrankungen
beziiglich der Genauigkeit in der Bestimmung von 7. Der hier bestimmte Wert
n = 0.02 entspricht jedoch eher den theoretischen Vorhersagen (siehe unten).

Aus der Periode d=55.4 A lisst sich eine Hydratisation von 20.7 Wassermo-
lekiilen pro Lipid errechnen, woraus eine theoretische Wasserschichtdicke d,,
von 20 A folgt. Der aus dem Elektronendichteprofil im Einschub von Abb. 5.3
entnommene Abstand d,,  betrigt 21.4 A, und d,, = 34.0 A entsprechend.
Das Elektronendichteprofil ist im Verlauf dem oben ermittelten sehr ahnlich,
jedoch erscheint die Membrandicke etwas breiter und die Minima in der Mitte
der Membran mit 0.217 ¢~ /A3, und auch in der Wasserschicht mit 0.327 ¢~ /A3
liegen etwas niedriger. In dieser Kurve ist auch der charakteristische Wendepunkt
in den Flanken der Maxima zur Membranmitte zu erkennen. Dieser Wendepunkt
ist bekannt aus friiheren Ergebnissen zu Elektronendichteprofilen von Membra-
nen [88, 110, 89]. Er deutet ein Plateau, entsprechend den Acylketten in der
Membran an.

Abbildung 5.4 zeigt die Reflektivitat einer zweiten gleichartigen Probe, gemessen
in einer PEG Losung der Konzentration 12% (Gewichtsanteil). Der entsprechende
osmotische Druck betragt 1.2 - 10° Pa. Die Reflektivitatskurve sieht dhnlich aus



82

. Py IA] Elektronendichte
10° 3 0.45;

Reflektivitat [w.E.]
2

Experiment
—— Simulation

14.2 % PEG: 1.95*10° Pa

10° - T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7

q,[A"]

107 4

-
(e}
)
|

Abbildung 5.3: Reflektivitat von 17 DMPC Membranen in 14.2%-iger PEG
Losung

wie die obigen. Das vierte Bragg-Maximum ist jedoch starker und es lasst sich
eine leichte Verbreiterung der Maxima hoherer Ordnungen erkennen. Zwischen
den Maxima vierter und fiinfter Ordnung zeigt sich ein leichtes Minimum.
Aus den Positionen der Maxima errechnet sich eine Periode d = 55.9 A. Die
Anpassung stimmt im Bereich von kleineren ¢, Werten sehr gut mit der Messung
iberein. Das Minimum zwischen dem vierten und fiinften Maximum ist jedoch
nicht gut getroffen. Aus der Anpassung ergibt sich eine maximale Schichtdicke
von N = 18 Membranen mit einem Bedeckungsparameter o« = 1.6. Der Caillé
Parameter wurde mit n = 0.0065 bestimmt. Die Hydratisation entspricht 21.2
Wassermolekiilen pro Lipid mit einer theoretischen Wasserdicke von 20.6 A.
Im Elektronendichteprofil ergibt sich d,,— = 22.3 A und dyp = 33.6 A. Das
Profil stimmt relativ gut mit dem fiir 14%-ige PEG-L6sung bestimmten iiberein,
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Abbildung 5.4: Reflektivitat von 18 DMPC Membranen in 12.1%-iger PEG
Losung

jedoch sind die charakteristische Wendepunkte nicht sichtbar, und die Dichte
der Wasserschicht ist mit 0.338 ¢~ /A3 etwas hoher. Allerdings zeigt sich hier in
der Wasserschicht bereits ein Plateau in der Dichte, was auf eine tatsachliche
reine Wasserschicht hindeutet.

In der folgenden Abbildung (5.5) ist wieder eine Reflektivitditsmessung an der
Probe aus den ersten beiden Abbildungen (5.1 und 5.3) zu sehen, hier in ei-
ner PEG-Losung der Konzentration 9% (Gewichtsanteil). Dies entspricht einem
Druck von 7.7 - 10* Pa. Das Minimum zwischen den Bragg-Maxima vierter und
fiinfter Ordnung ist hier stirker ausgeprigt. Die Periode errechnet sich zu 56.9 A.
Die Anpassung gibt den Verlauf der Messdaten sehr gut wieder. Die Maximalzahl
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Abbildung 5.5: Reflektivitdt von 16 DMPC Membranen in 9%-iger PEG Ldsung

der Schichten wurde hier mit N = 16 angepasst, mit einem Bedeckungsparame-
ter von o = 1.8 passt das gut mit den vorherigen Ergebnissen iiberein, wenn
man annimmt, dass sich die oberste Membran beim Spiilen mit der Losung ab-
gelost hat, wahrend die iibrigen Membranen weitgehend unverandert bleiben.
Der ermittelte Caillé Parameter betragt n = 0.0026. Die Hydratisation ent-
spricht 22.3 H,O-Molekiilen pro Lipid, woraus sich eine theoretische Wasserdicke
dw =21.6 A ergibt. Im Vergleich dazu lisst sich aus dem Elektronendichteprofil
ein Phosphor-Phosphor-Abstand iiber die Wasserschicht von d,, =23.4 A able-
sen. Uber die Membran ergibt sich somit d,,=33.5 A. Das Profil stimmt wieder
sehr gut mit den vorangegangenen iiberein. Wieder sind keine Wendepunkte in
den Bereichen der Acylketten zu erkennen. Wie bei dem vorigen Ergebnis in
Abb. 5.4 haben die Maxima eine leicht hohere Dichte mit 0.44 ¢~ /A3, In der
Wasserschicht zeigt sich ein ausgepragteres Plateau.
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Abbildung 5.6: Reflektivitdt von 14 DMPC Membranen in 5.8%-iger PEG Lésung

Abbildung 5.6 zeigt erneut eine Reflektivitat derselben Probe wie in Abb. 5.4.
Hier wurde die Probe aus einer 5.8%-igen Losung hydratisiert. Der osmotische
Druck betrug entsprechend 3.5 - 10* Pa. Die Messung zeigt nun deutlich eine
Verbreiterung und Dampfung der héheren Ordnungen. Das dritte Maximum hat
im Vergleich zu obigen Messungen abgenommen und direkt dahinter zeigt sich
ein scharfes Intensitatsminimum, bevor die Intensitat tuber ein Plateau steil zum
vierten Maximum ansteigt. Die Periode wurde zu d = 58.5 A ermittelt. Das
ergibt eine Hydratisation von 24 H,O-Molekiilen pro Lipid und eine theoretische
Wasserdicke von 23.2 A. Die Anpassung weicht besonders vor dem 2. Bragg-
Maximum und zwischen der dritten und vierten Ordnung von der gemessenen
Kurve ab. Das daraus ermittelte Elektronendichteprofil fiigt sich dagegen gut
in die bisherigen Ergebnisse ein. Insbesondere mit dem fiir 9%-ige PEG-L6sung
bestimmten Profil (Abb. 5.5) ist dieses fast vollstindig deckungsgleich, bis auf
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ein breiteres Plateau an der Wasserschicht. Demnach betragen die Phosphor-
Phosphor-Abstande d,, = 34.4 A und dpp— = 24.1 A. Der Caillé Parameter
wurde mit n = 0.034 angepasst. Aus der Anpassung ergeben sich auBerdem
die Werte N = 14 und a = 1.75, jedoch erscheinen diese aufgrund der rela-
tiv schlechten Ubereinstimmung mit dem Verlauf der gemessenen Daten nicht
besonders vertrauenswiirdig.
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Abbildung 5.7: Reflektivitat von 16 DMPC Membranen in 3.6%-iger PEG Lésung

Dieselbe Probe wurde in einer PEG-Konzentration von 3.6% , entsprechend ei-
nem osmotischen Druck von 0.14 - 10° Pa gemessen. Die Reflektivititskurve ist
in Abbildung (5.7) zu sehen. Die Kurve ist der vorhergehenden sehr dhnlich, das
dritte Maximum ist nur noch als keine Schwelle vor einem Intensitdtsabbruch zu
erkennen. Die Maxima vierter und fiinfter Ordnung verschwinden immer mehr
in breiten Oszillationen. Die Periode lisst sich bestimmen zu d = 59.5 A. das
ergibt eine Hydratisation von 25 H;O-Molekiilen pro Lipid und eine theoretische
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Wasserdicke d,, = 24.2 A. Die Anpassung stimmt hier sehr gut mit der gemes-
senen Kurve iiberein. Ab dem dritten Maximum |3sst sich aber eine geringe Ver-
schiebung der Positionen in ¢, beobachten. Die héheren Ordnungen lassen sich
besser mit einer geringeren Periode d anpassen, wobei aber die ersten beiden -
verhaltnismaBig scharfen - Maxima nicht mehr getroffen werden. Aus der Anpas-
sung ergibt sich eine maximale Probendicke mit NV = 16 Membranen und einem
Bedeckungsparameter o = 1.7. Dies widerspricht dem Ergebnis der vorangegan-
genen Messung mit einer geringeren Bedeckung von N = 14 und o = 1.75.
In Anbetracht der besseren Ubereinstimmung dieser Kurve und dem Ergebnis
aus Abbildung (5.4) erscheinen die hier ermittelten Werte glaubwiirdiger. Fiir
den Caillé Parameter ergibt sich n = 0.065. Das durch die Anpassung ermittelte
Elektronendichteprofil im Einschub ist dagegen wieder fast deckungsgleich mit
den beiden zuvor ermittelten Profilen fiir 9% PEG-L6sung und 5.8% PEG-Lésung.
Lediglich das Wasserplateau ist erneut verbreitert. In der Mitte der Wasserplate-
aus sind kleine Uberschwinger zu erkennen. Dabei handelt es sich vermutlich um
Artefakte. Aus dem Profil lassen sich d,,= 34.4 A und d,, = 25.1 A ablesen.

Abbildung 5.8 zeigt die Reflektivitat derselben Probe bei einem osmotischen
Druck von 9-10% Pa, ausgeiibt durch eine 2.9% -ige PEG-Ldsung. Die Kur-
ve unterscheidet sich nur wenig von der vorhergehenden Kurve. Die Peri-
ode wurde zu d = 60.2 A bestimmt. Dies entspricht einer Hydratisation von
25.7 H,O-Molekiilen pro Lipid, was eine theoretische Wasserdicke d,, = 24.9 A
ergibt. Mit N = 14 und o = 2 erscheint die Bedeckung im Umfeld der (ibrigen
Messungen wieder zu gering. Das Elektronendichteprofil passt im Verlauf sehr gut
zu dem vorherigen Ergebnis, jedoch ist das Minimum im Zentrum der Membran
mit 0.235 e~ /A% etwas hoher. Die Wasserplateaus liegen etwas niedriger als bei
den anderen Profilen bei 0.32¢~/A3. Aus dem Profil lassen sich d,, = 34.8 A
und d,, = 25.4 A ablesen.

In Abbildung 5.9 ist wieder eine Messung derselben Probe zu sehen, gemessen
in einer 1.5% -igen PEG-Losung, die einen osmotischen Druck von 4 -10? Pa
auf die Probe ausiibt. Die Veranderung gegeniiber dem nachst héheren gemesse-
nen Druck ist gering. Das Maximum dritter Ordnung ist fast ganz verschwunden
und die fiinfte Ordnung ist ebenfalls kaum mehr als Peak wahrnehmbar. Die
Anpassung stimmt hier gut mit der Messung iiberein. Daraus ergab sich eine
Periode d = 60.7 A und eine Hydratisation von 25.7 H,O-Molekiilen pro Lipid.
Die theoretische Wasserdicke d,, betrigt demnach 24.9 A. Zum Vergleich erge-
ben sich aus dem Elektronendichteprofil wieder d,, = 34 A und d,,_ = 26.7 A.
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Abbildung 5.8: Reflektivitdt von 14 DMPC Membranen in 2.9%-iger PEG Lésung

Das Profil unterscheidet sich von dem in Abb. 5.3 gezeigten hauptsachlich durch
die verbreiterte Wasserschicht.

Die letzte Reflektivitatsmessung aus dieser Reihe wurde bei voller Hydratisierung
ohne osmotischen Druck in reinem Wasser durchgefiihrt. Die Kurve ist in Abbil-
dung 5.10 dargestellt. An der Messkurve sind nur noch zwei deutlichen Maxima
erster und zweiter Ordnung zu erkennen. Das dritte Maximum ist nur mehr als
Kante eines Intensitdtsabbruches zu erkennen. die vierte und fiinfte Ordnung
existieren nur als breite Oszillationen. Ab der dritten Ordnung lasst sich wieder
eine Verschiebung in der Periode erkennen, die sich schon in den letzten bei-
den Kurven angedeutet hat. Aus den Peak-Positionen ergibt sich eine Periode
von 61.8 A. Dieser Wert entspricht nicht ganz den Literaturwerten fiir die Pe-
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Abbildung 5.9: Reflektivitat von 16 DMPC Membranen in 1.5%-igerPEG Lésung

riode von voll hydratisiertem DMPC, die bei 30 °C zwischen 62.8 A [112] und
64.3 A [24] schwanken. Diese Abweichung kdnnte durch einen durch die Mes-
sung bedingten systematischen Fehler im osmotischen Druck erklart werden. Die
Messung von dicken DMPC Filmen unter gleichen Bedingungen in Reinstwas-
ser bestatigt jedoch das Messergebnis (vgl. Kapitel 5.1.3, Abbildung 5.17). Die
widerspriichlichen Literaturangaben und hier gemessenen Werte kénnen dadurch
nicht erklart werden. Anscheinend hangt die Gleichgewichtsperiode d bei voller
Hydratisation noch von anderen, hier nicht diskutierten Begebenheiten ab (vgl.
[113]). Die gemessenen Membranen waren mit 27.5 H,O-Molekiilen pro Lipid
hydratisiert. Die theoretische Wasserdicke betrug d,, = 26.7 A. Das Elektronen-
dichteprofil stimmt wiederum mit dem Profil bei 14% PEG iberein. Nur in der
Wasserschicht unterscheiden sie sich durch die Breite der Wasserschicht. In die-
sem Profil ist die Wasserschicht nicht als Plateau zu erkennen. Vielmehr ist es ein
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breites Minimum. Aus dem Profil ergeben sich d,, = 34 A und dpp— = 27.8 A.
Der Caillé Parameter wurde mit n = 0.085 bestimmt.
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Abbildung 5.10: Reflektivitdt von 16 DMPC Membranen in Wasser mit Elektro-
nendichteprofil

Bestimmung der Phasen

Der charakteristische Wendepunkt in den Flanken des Elektronendichteprofils an
der Position der Acylketten, der aus der Literatur [88, 89] bekannt ist, ist in den
hier ermittelten Profilen nur schwach (vgl. z.B. auch Abb. 5.3, und 5.10 ) bzw.
iberhaupt nicht (Abb. 5.4, 5.6 und 5.8 ) zu sehen. Am Beispiel der Reflektivitit
bei IT = 0.14 - 10° Pa, (3.6 % PEG) soll dieses Ergebnis noch einmal begriindet
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und genauer belegt werden. Die oben ermittelte Phase fiir den vierten Fourier-
koeffizienten ist +1. Damit wird das oben beschriebene Elektronendichteprofil
erzeugt. Durch Umkehr der Phase des vierten Fourier-Koeffizienten zu —1 wird
der Wendepunkt im Profil sichtbar (Einschub in Abbildung 5.11, durchgezogene
Linie). Die entsprechende Reflektivitats-Anpassung (Abbildung 5.11, durchgezo-
gene Linie) passt jedoch den Intesititsverlauf zwischen dem dritten und fiinften
Maximum wesentlich schlechter an, als die oben beschriebene Kurve (ebenfalls
in Abb. 5.11, gestrichelte Linie). Durch die Anpassung der Reflektivitaten iiber

10' -
P, IA] Elektronendichte

10°4 v
_ 10"
i 2
Y 10% .
:“Q‘ 10-31 10 -
% 10'4]
Q 5
E) 10”4

10°4 Experiment

107 f=+0.18 10°}

102 —f=018

10° 3.6 % PEG: 1.4*10" P;

00 01 02 03 04 05 06 07 035 040 045 050
qZ[A'1] qZ[A'1]

Abbildung 5.11: Vergleich der Anpassungen der Reflektivitit bei IT = 0.14 - 10°
Pa mit einer positiven Phase des vierten Fourierkoeffizienten (gestrichelte Linie)
und einer negativen Phase des vierten Fourierkoeffizienten (durchgezogene Linie)

einen kontinuierlichen ¢.-Bereich konnte die Phase des Koeffizienten zu +1 so
bestimmt werden. In Abbildung 5.12 sind alle Fourier-Koeffizienten fiir die be-
schriebenen Reflektivitdtsanpassungen dargestellt.

Zusammenfassend wurden die Reflektivitatskurven gut mit den in den Kapiteln
(2) und (3) hergeleiteten Formeln angepasst. In den folgenden Abschnitten soll
noch einmal auf die daraus gewonnenen Parameter und Elektronendichteprofile
in Abhangigkeit des ausgeiibten osmotischen Druckes eingegangen werden.
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Abbildung 5.12: Fourierkoeffizienten mit Phasen (Symbole) aus den oben be-
schriebenen Anpassungen fiir die verschiedenen Osmotischen Driicke II. Die
durchgezogenen Linien stellen Spline Interpolationen dar.

5.1.2 Elektronendichteprofile als Funktion des Osmoti-
schen Druckes

Aus den oben beschriebenen Reflektivitdtsanpassungen fiir DMPC bei verschie-
denen osmotischen Driicken ergeben sich sehr dhnliche Elektronendichteprofile.
In Abbildung (5.13) sind sie zum Vergleich fiir alle Driicke dargestellt.

Deutlich lasst sich erkennen, dass sich das Profil der Membranen selbst wenig
andert. Die starkste Veranderung ist erwartungsgemal in der Dicke der Wasser-
schicht zu beobachten!. Eine Verinderung der Membrandicke durch den osmo-
tische Druck lasst sich aus den gewonnenen Daten nicht ablesen. Bei mittleren
Driicken von 0.14 - 105 Pa bis 0.77 - 10° Pa zeigt sich eine Erhéhung der Dichte
im Bereich der Phosphor-Atome. Die Integrierte Differenz der Elektronendichte
fiir die Profile fiir 1.95 - 10° Pa und 0.77 - 10° Pa betrigt ca. 5.5 Elektronen pro

!Die angeschnittenen Maxima an den Rindern bei z = +40 zeigen die Kopfgruppe bzw.
den Anstieg zur Kopfgruppe der nichsten Membran. Die unterschiedlichen Hohen am Rand
kommen durch die unterschiedlichen Perioden fiir die verschiedenen Driicke zustande. Auf-
grund der unterschiedlichen Perioden d sind die Profile alle in unterschiedlichen Positionen
abgeschnitten
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Abbildung 5.13: Elektronendichteprofil von DMPC Membranen unter verschiede-
nen osmotischen Driicken II
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Abbildung 5.14: Elektronendichteprofil von DMPC gegen den osmotischen Druck
aufgetragen. Links: aus Sicht von niedrigen Driicken zu hohen Driicken, Rechts:
aus Sicht von hohen zu niedrigen Driicken.
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Lipid. Auffallig ist, dass diese erhéhte Dichte bei niedrigerem und bei starkerem
Druck wieder abnimmt. Dies ist in der dreidimensional dargestellten Grafik in Ab-
bildung 5.14 gut zu erkennen. Die Wasserschicht ist bei allen gemessenen Driicken
als Plateau bei der Elektronendichte von Wasser p,;(Hy0) = 0.3345¢~/ A3 zu
erkennen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die Membran selbst unter den
gemessenen Driicken und entsprechender Dehydratisierung nicht verandert. Dies
ist eine wichtige Information fiir weiterfiihrende Experimente bei partieller Hy-
dratisierung und bestatigt Ergebnisse von Nagle et al. [90].

Auswertung der diffusen Streuung

Die zweidimensionalen Datensatze der diffusen Streuung an DMPC wurden aus-
gewertet nach einem in der Literatur [24] beschriebenen Verfahren. Da die In-
tensitat der ersten Bragg-Sheets auch bei einer kurzen Zahldauer von 0.1 Se-
kunden schon nahe an der Sattigungsgrenze des CCD-Detektors lag, konnten
die ersten Bragg-Sheets nur unzureichend ausgewertet werden. Deshalb wurde
jeweils das zweite Bragg-Sheet betrachtet. Dafiir wurden durch die zweidimen-
sionale Intensitatsverteilung vertikale (entlang ¢.) Schnitte gelegt. (gepunktete
Linien in Abbildung 3.4). Gegenliber ¢, aufgetragen, zeigen die Intensitatsvertei-
lungen der Schnitte Maxima an der Stelle g, = 47/d. Diese Maxima konnten
durch Lorentz-Funktionen verschiedener Breiten beschrieben werden. Die Halb-
wertsbreiten (HWHM, engl.Half Width Half Maximum) der Lorentz-Funktionen
wurden gegen ¢, aufgetragen (Abb. 5.15). Diese Kurven wurden durch eine Pa-
rabel der Form HWHM = A+ \®? . qg angepasst. Fiir die Messung in reinem
Wasser (Abbildung 5.15 A)) ohne osmotischen Druck bei 30°C ergab sich da-
bei ein Wert A?) = 16.8 + 2.8A Die hochgestellte (2) bedeutet, dass der Wert
am zweiten Bragg-Sheet ermittelt wurde. Der eigentlich zu ermittelnde Wert der
de Gennes'schen Eindringtiefe )\ ergibt sich durch die Beziehung A\ = A(?)/\/2
[24]. Fir DMPC in einer 9%-igen PEG-Losung bei einer Temperatur von 39 °C
(Abbildung 5.15 B) ) ergab sich ein Wert \?) = 9.9+ 0.9A. Die gemessenen
Daten sind etwas asymmetrisch um den Nullpunkt, was auf einen nicht ide-
al positionierten Detektor hindeutet. Auch der Fehler bei der Bestimmung der
Halbwertsbreiten aus den Lorentz-Funktionen ist relativ groB. Die drei fehlenden
Punkte bei positiven g, Werten sind auf Fehler bei der automatischen Anpassung
der Lorentz-Funktionen zuriickzufiihren.

Bei Messung in 20%-iger PEG-Losung ( Abbildung 5.15 C) ) Iasst sich die Halb-
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Abbildung 5.15: Die ¢,-Halbwertsbreiten der zweiten Bragg-Sheets von DMPC in PEG
Losungen verschiedener Konzentrationen als Funktion von g,. Aus den Anpassungen

durch eine Parabel wird A\(?) bestimmt
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wertsbreite der Lorentz-Funktionen nicht eindeutig anpassen. Die Variation der
Halbwertsbreiten betragt hier weniger als einen Faktor zwei. Je nach Eingrenzung
des anzupassenden Bereichs ergibt sich fiir A(?) ein Wert zwischen 8.5 A und
18.8 A. Daraus wurde der Mittelwert von 12.5 A gebildet. Die Messung erfolgte
bei einer Temperatur von 36°C. Die ermittelten Werte A®) wurden nach obiger
Formel zu A umgerechnet. Da die Messungen von \ bei verschiedenen Tempera-
turen durchgefiihrt wurden, mussten die Werte diesbeziiglich korrigiert werden.
Aus [24] ergibt sich fiir voll hydratisiertes DMPC im Temperaturbereich zwischen
30°C und 45°C eine lineare Abhingigkeit A(T) mit der Steigung 0.4 A/°C. Den
A-Werten wurde ein entsprechender Differenzbetrag hinzu addiert. \* bezeichnet
den beziiglich der Temperatur korrigierten Wert fiir T" = 45°C. Alle Werte sind
in Tabelle 5.1.2 aufgelistet.

PEG-Konzentration | T [°C] Messung | A\ [A] | A [4] | M [4]
0 % 30 16.8 119 | 17.9
9 % 39 9.9 7 9.4
20% 36 12.5 8.8 12.4
31 % 35 - 9.5 135
0 % 45 - - 30

Tabelle 5.1: gemessene A(2-Werte fiir DMPC in PEG-Lésungen unterschiedlicher
Konzentration bei der Temperatur T am zweiten Bragg-Sheet. X ist der beziiglich der

Ordnung korrigierte Wert. \! geht durch Korrektur auf 45°C daraus hervor.

Aus den experimentell bestimmten A-Werten in Verbindung mit den, aus den
Reflektivitatsmessungen bestimmten, n-Werten lassen sich die elastischen Kon-
stanten der Membranen B und K durch die Beziehungen A\ = /K/B und

_ m kT
= 9BA2

Membranen mit k = K -d. Die hier ermittelten Werte fiir A sind mit groBen Feh-

berechnen. Aus dem Biegemodul K folgt die Biegesteifigkeit einer

lern behaftet. Diese kommen zum einen durch ein geringes Signal-Untergrund
Verhaltnis in den Messdaten zustande. Zum Anderen ist auch die Richtigkeit der
Korrektur beziiglich der Temperatur nicht gesichert. Die Addition eines Diffe-
renzterms ist nur die einfachste Moglichkeit und basiert lediglich auf Daten bei
voller Hydratisation. Eine Anderung der Temperaturabhingigkeit mit dem osmo-
tischen Druck ist aber moglich. Zum Vergleich wurden noch zwei Datenpunkte
aus anderen Arbeiten in die Tabelle aufgenommen?. Sie sind in Abbildung 5.16

2Wert fiir 31% PEG zur Verfiigung gestellt von Dr. D. Constantin und Literaturwert fiir A
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als offene Symbole dargestellt dargestellt. Die Graphik zeigt einen groBen Va-
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Abbildung 5.16: Experimentell bestimmte A\-Werte als Funktion der Periode d. Die

offenen Symbole zeigen die zusitzlichen Werte 2

riationsbereich von A ohne erkennbare Tendenz in der Abhangigkeit von d. Eine
weitere Auswertung beziiglich der elastischen Konstanten auf Basis dieser Da-
ten ist nicht sinnvoll. Um zuverldssigere Daten zu erhalten miissten aufwandigere
Messungen vorgenommen werden. Ein reciprocal space mapping mit einem Punkt
-Detektor konnte helfen, ein besseres Signal-Untergrund Verhaltnis zu erreichen.
Messungen bei mehreren verschiedenen Driicken aber gleicher Temperatur konn-
ten hier Klarheit bringen. Diese Messungen konnten im Rahmen dieser Arbeit
aus zeitlichen Griinden nicht mehr durchgefiihrt werden. Aus der genauen Analy-
se der spekuldren Reflektivitdtsmessungen zu Beginn dieses Kapitels ergibt sich
jedoch eine weitere Moglichkeit die elastischen Eigenschaften zu bestimmen. Die-
se Moglichkeit wird im nachsten Abschnitt im Zusammenhang mit den zwischen
den Membranen wirkenden Wechselwirkungspotentialen diskutiert.

bei voller Hydratisation und T = 45°C [24]
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5.1.3 Ergebnisse im Rahmen der Theorie der Wechselwir-
kungspotentiale

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels wurden die Reflektivititsmessungen von
DMPC Proben bei unterschiedlichen osmotischen Driicken analysiert und die
Veranderung des Elektronendichteprofils betrachtet. Nun sollen die Veranderun-
gen einzelner Parameter mit dem osmotischen Druck diskutiert werden. Der wich-
tigste Parameter ist hier die Veranderung der lamellaren Periode d. Bei konstanter
Membrandicke entspricht diese der Anderung der Wasserschichtdicke zwischen
zwei Membranen im Stapel. In Abbildung 5.17 ist diese Druck-Abstands-Relation
fiir Oligo-Membran Proben und multilamellare Proben dargestellt. Ublicherwei-
se wird hierfiir der Druck II(d) gegen die Periode d aufgetragen. Die Werte
fir Oligo-Membranen und multilamellare Proben unterscheiden sich leicht. Eine
mogliche Erklarung hierfiir ist, dass der Druck bei den multilamellaren Proben
aus messtechnischen Griinden iiberschatzt wurde. Bei den Messungen der dicken
multilamellaren Proben wurde die Losungskonzentration schrittweise erhht, im
Gegensatz zu den Oligo-Membranen wo die Losung schrittweise verdiinnt wur-
de. Durch Restwasser in der Kammer konnten die Losungen verdiinnt gewesen
sein. Zu bemerken ist jedoch, dass bei IT = 0 sowohl bei den Oligo-Membranen,
als auch bei den multilamellaren Proben lediglich ein Gleichgewichtsperiode von
61.7 A bis 61.9 A erreicht wurde. Wohingegen in der Literatur fiir voll hydrati-
siertes DMPC bei 30°C von Werten zwischen 62.7 A [112] bis 64.3 A [24] (auch
bei festkorpergestiitzten Membranen) berichtet wird. Durch die umgekehrte Rei-
henfolge der Messungen bei beiden Probensystemen kann aber ein Fehler durch
Polymerriickstande in der Kammer ausgeschlossen werden. Die Ursache fiir die
geringe Gleichgewichtsperiode konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden. Die
durchgezogene Linie in Abbildung 5.17 zeigt eine Simulation des Druckes auf
Basis der Wechselwirkungspotentiale, wie sie in Kapitel 2 beschrieben wurden.
Die Druck-Abstands Kurve ergibt sich durch die Nullstellen der ersten Ablei-
tung des Gesamtpotentials nach d. Das theoretische Potential setzt sich hier
zusammen aus einem Beitrag des Van der Waals Potentials und des Hydrations-
potentials. Hinzu kommt der experimentelle Beitrag des osmotischen Druckes.
Fiir die Berechnung des Hydrationspotentials nach Gleichung (2.28) wurden aus
der Anpassung die Parameter \;, = 1.88 A und Hy =438 kBT/A2 ermittelt. Das
Van der Waals Potential wurde berechnet nach Gleichung 2.21 fiir den statischen
Anteil mit n=0 und nach Gleichung 2.26 fiir den dispersiven Anteil. Die Summe
in (2.21) wurde nach dem zehnten Glied abgebrochen, die Reihe in 2.26 wurde
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Abbildung 5.17: Der osmotische Druck II als Funktion der lamellaren Periode d,
bestimmt aus Reflektivitdtsmessungen an Oligo-Membranen B und an Multilamellaren

Proben [J. Die Linie zeigt eine Simulation des Druckes anhand der Potentiale.

nach dem 200. Glied abgebrochen. Die hydrophobe Dicke der Membran wurde
mit a=26 A beriicksichtigt. Zur Anpassung an die experimentelle II(d)-Kurve
wurde das gesamte Van der Waals Potential mit einem Faktor von 0.9 multi-
pliziert. Die Berechnung ist sehr empfindlich auf kleine Anderungen (1 A) des
eingesetzten Wertes fiir die hydrophobe Dicke a. Die genaue Abgrenzung in den
hydrophoben und die hydrophilen Teilbereiche der Membran in dieser Genauigkeit
ist jedoch schwierig. Durch Anpassung des Vorfaktors vor dem Van der Waals
Potential und der Parameter des Hydrationspotentials konnte die experimentelle
Kurve durch das Gesamtpotential gut beschrieben werden. Auch die Gleichge-
wichtsperiode bei voller Hydratisation (IT = 0) wird gut getroffen. Im Hinblick
auf den Vorfaktor des Van der Waals Potentials ,und auf die im Vergleich zu
Literaturwerten, relativ kleine Gleichgewichtsperiode, muss man bei dem hier er-
mittelten Modell von einem effektiven Gesamtpotential sprechen. Die ermittelten
Werte sind moglicherweise nicht eins zu eins auf andere Systeme iibertragbar.
Das untersuchte System bei den gegebenen Bedingungen lasst sich aber gut
dadurch beschreiben.
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Aus der zweiten Ableitung des Gesamtpotentials nach d folgt mit Gleichung 2.31
der elastische Kompressionsmodul B. Der Term des osmotischen Druckes fallt
dann ganz weg, und B ist nur von den natiirlichen Potentialbeitragen bestimmt.
Experimentell konnte B mit den verwendeten Methoden nicht direkt gemessen
werden. Die Messung der II(d) Kurve iiber einen weiten Bereich erdffnet aber
die Moglichkeit B aus der numerischen Ableitung® der experimentellen Daten
zu ermitteln. Abbildung 5.18 zeigt die experimentellen Werte zusammen mit
einer Simulation auf Basis der oben berechneten Potentiale. Die gute Uberein-
stimmung zwischen Messdaten und Simulation bestatigt das Modell. Nach dem

B experimentell
Simulation

Abbildung 5.18: Experimentell bestimmtes B mit Simulation anhand der Potentiale.

Caillé-Modell ist die Starke der thermischen Fluktuationen allein bestimmt durch
den Kompressionsmodul B und den Biegemodul K der Membranen. Quantitativ
|asst sich die Starke der Fluktuationen durch den Parameter 1 ausdriicken. Im
Caillé-Modell ist 7 fiir jedes d gegeben durch

. ™ k?BT
1T 2R BR
Aus der Analyse der Reflektivitatsmessungen in Kapitel 5.2 konnte 7 fiir jeden
Druck experimentell bestimmt werden. Abbildung 5.19 zeigt diese gemessenen

(5.1)

3numerische Differentiation in erster Niherung mit Origin
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Werte 7)(d) als Funktion von d. 7 nimmt mit steigender Hydratisation, also groBe-
rem d deutlich zu. Durch einen osmotischen Druck und daraus resultierende ge-
ringere Hydratisation der Membranen werden also die thermischen Fluktuationen
unterdriickt. Um dieses Verhalten mit den Vorhersagen des theoretischen Modells
vergleichen zu konnen, fehlt die GroBe K (d) bzw. k(d). Umgekehrt ist es aber
nun moglich k(d) experimentell zu bestimmen, da B(d) und 7(d) unabhingig
voneinander bestimmt werden konnten.

. L] I L] I L] I L] L] I L] I L] i
1 = 1 experimentell -
Simulation mit exponentiellem k

10" - - Simulation mit konstantem E

- ] ]
107 =
10° = 3
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Abbildung 5.19: Aus den Reflektivitatsmessungen experimentell bestimmtes 7. Die
durchgezogene Linie zeigt eine Simulation anhand der Potentiale mit einem exponen-

tiell verlaufenden &, die unterbrochene Linie mit einem konstanten &

Setzt man die Werte fiir und B und & in Gleichung 5.1 ein und I6st nach K auf,
so erhdlt man fiir k = Kd die Werte in Abbildung 5.20 in Einheiten von kgT'.
Die Werte bei groBem d sind gestreut um einen Wert von 26 kgT', bei kleinem d
steigen sie um eine GroBenordnung stark an. Die durchgezogene Linie zeigt eine
empirische Anpassung der Form 26 + 2.3 - 102'e=%1217 k5T Die groBen Feh-
lerbalken bei kleinem d lassen auch eine konstante Interpretation von x(d) zu.
Der konstante Wert liegt dann ca. bei 26 kg7 (unterbrochene Linie). Ausgehend
von diesen beiden méglichen Abhangigkeiten von x(d) wurde 1 berechnet und
in Abbildung 5.19 als durchgezogene bzw. unterbrochene Linie dargestellt. Die
beiden Kurven unterscheiden sich bei groBen d nur wenig. Bei kleinen d lau-
fen sie stark auseinander. Eine mogliche Ursache fiir die Abweichung der Kurve
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Abbildung 5.20: Experimentell bestimmtes x(d) mit exponentieller Anpassung (durch-
gezogene Linie) und konstantem Wert x = 26 kgT' (unterbrochene Linie)

fiir konstantes x bei kleinen d konnte darin liegen, dass bei hohen osmotischen
Driicken (kleinem d) die Annahme einer verschwindenden Oberflachenspannung
~ bei der Beschreibung der Fluktuationsamplituden nicht mehr gerechtfertigt ist.
Eine endliche Oberflachenspannung wiirde zu einer zusatzlichen Unterdriickung
der Fluktuationen im Membranstapel fiihren, was bei Vernachlassigung dieses Ef-
fekts letztendlich zu einer Unterschatzung von 7 fiihrt. Dieser Effekt kdnnte auch
die Differenz des beobachteten Wertes von 26 kg1 fiir x mit dem von Petrache
et al. [66] beobachteten Wert (k = 19 kg1 bei 30°C) erklaren.

5.2 geladene Membranen: POPS

Geladene POPS Membranen wurden in Form von Oligo-Membranen und in Form
von dicken multilamellaren Proben gemessen. Abbildung 5.21 zeigt die Reflekti-
vitdtsmessungen an Oligo-Membranen in PSS Losungen verschiedener Konzen-
trationen. Die Daten wurden, wie in Kapitel 5.1.1 beschrieben, korrigiert. Fiir
eine bessere Ubersicht wurden die gemessenen Kurven vertikal verschoben. Die
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oberen vier Reflektivitatskurven zeigen ein breites zweites Bragg Maximum. Deut-
lich ist die Verschiebung seiner Position mit der PSS-Konzentration zu erkennen.
Das erste Maximum ist nur als Kante von einem Intensitatsabfall zu erkennen,
wahrend hohere Ordnungen nur andeutungsweise zu erkennen sind. Die unterste
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1 —o— 6%PSS 1
i 10" —o—3.95% PSS 1
2 —»— 1%PSS
= 10" 1
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Abbildung 5.21: Reflektivititsmessungen an POPS Oligo-Membranen in Ldsungen
verschiedener PSS Konzentrationen. Die Kurven sind vertikal verschoben (Intensitat
in willkiirlichen Einheiten).

Kurve wurde in einer 1%-igen PSS Lésung aufgenommen. Sie zeigt gar kein aus-
gepragtes Bragg-Maximum. Die ersten drei Ordnungen sind lediglich als kleine
Kanten sichtbar. Die Positionen der beobachtbaren Maxima lassen auf eine Peri-
odizitat d zwischen 68 A bei 13% PSS und ca. 180 A bei 1% PSS schliessen. Auf
Grund der groBen Periode liegen die Bragg-Maxima bei entsprechend kleinen Wer-
ten. So heben sie sich nur schwach von der Reflektivitdt des Substrates ab. Die
beobachteten breiten Maxima deuten zudem auf eine geringere Korrelation der
einzelnen Schichten untereinander hin. Eine Auswertung der gemessenen Daten
ist hier nicht in der selben Qualitat wie bei den oben untersuchten DMPC Daten
moglich. Weiter gehende Auswertungen wurden daher an Messungen von dicken
POPS-Proben vorgenommen. Abbildung 5.22 zeigt die Reflektivitaitsmessungen
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von dicken POPS-Proben in verschiedenen PSS-Losungen in abnehmender Kon-
zentration von oben nach unten. Die Messung von POPS in 13%-iger PSS Lésung
zeigt fiinf ausgepragte Bragg-Maxima: Aus der Position der Bragg-Maxima er-
gibt sich eine lamellare Periode d = 68.9A. Die Polyelektrolytkonzentration von
13% entspricht einem osmotischen Druck von 13.4 - 10° Pa. Die zweite Kurve
von oben wurde bei einer PSS-Konzentration von 9.7% aufgenommen. Dies ent-
spricht einem osmotischen Druck von 9.85 - 10° Pa. Die lamellare Periode ergibt
sich zu d = 77.5 A. Das dritte Bragg-Maximum ist deutlich unterdriickt, was
auf ein Minimum des Formfaktors hindeutet. Die dritte Kurve wurde in einer
6%-igen PSS Losung, entsprechend einem osmotischen Druck von 6 - 10° Pa,
aufgenommen. d betrigt hier 91.7 A. Auffillig ist bei dieser Kurve, dass das er-
ste Bragg-Maximum schwacher ist als das zweite. Die vierte Kurve von unten
wurde bei einem osmotischen Druck von 3.9 - 10° Pa durch eine PSS-Lésung der
Konzentration 3.95% ausgeiibt. Hier zeigt sich das erste Bragg-Maximum noch
schwacher. Durch die mit Abnahme des Druckes immer groBer werdende Periode
d, hier d=106.7 A , verschiebt sich das erste Maximum immer niher an den
Bereich der Totalreflektion und verschwindet im Untergrund der Streuung am
Substrat. Zusatzlich sind die vierte und fiinfte Ordnung in dieser Messung stark
unterdriickt. Die zweite Kurve von unten zeigt die Reflektivitdt an einer POPS
Probe in 2%-iger PSS- Losung. Dies entsprach einem osmotischen Druck von
1.94-10° A. Die erste Ordnung ist hier gar nicht mehr zu erkennen. Die Maxima
der zweiten bis vierten Ordnung lassen auf eine Periode d=139.8 A schlieBen.
Die unterste Kurve wurde bei einem osmotischen Druck von 1.3 - 10° Pa in einer
1%-igen PSS-Losung gemessen. Die Periode d ergab sich zu 182.4 A.

Die Methode der Anpassung der Reflektivitaten wie sie im Kapitel 5.1.1 bespro-
chen und gezeigt wurde lasst sich nicht direkt auf die dicken Systeme anwenden.
Durch die Doppelsumme iiber die Zahl N der Schichten im Stapel ergibt sich fiir
die dicken Stapel ein Rechenzeit-Problem. Neben diesem technischen Hindernis
gibt es aber noch eine weitere Schwierigkeit. Die Bragg-Maxima der dicken Pro-
ben sind teilweise so scharf, dass man an die Grenze der instrumentellen Auflosung
gerdt. Die simulierte Kurve muss mit einer Auflosungsfunktion gefaltet werden
um die Kurve korrekt beschreiben zu konnen. Zudem muss in den dicken Pro-
ben noch die Absorption in der Probe beriicksichtigt werden. An entsprechenden
Modifizierungen der Formeln wird zur Zeit in der Arbeitsgruppe gearbeitet [114].
Die dicken Proben, deren Bragg-Maxima bei niedrigem osmotischen Druck in
spekularer Reflektivitat beinahe im Streuuntergrund des Substrates untergehen,
weisen auch eine intensive diffuse Streuung auf. Abbildung 5.23 zeigt die Reflekti-
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Abbildung 5.22: Reflektivititsmessungen an multilamellaren POPS-Membranen in
Lésungen verschiedener PSS Konzentrationen, Kurven vertikal verschoben (Intensitat

in willkiirlichen Einheiten).
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vitat einer dicken POPS Probe in einer PEG Losung einer Konzentration zwischen
0.5% und 1.5% zusammen mit einer Offsetmessung die unter einem Offsetwinkel
von 0.05° aufgenommen wurde. Das erste Bragg-Maximum tritt hier deutlich
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Abbildung 5.23: e Reflektivitits- und o Offset-Messung einer multilamellaren POPS
Probe in PSS-Lésung. In der Offset-Messung ist neben den Bragg-Maxima sehr gut
der Verlauf des Formfaktors zu erkennen

hervor. Neben den fiinf Bragg-Maxima ist dabei auch die Modulierung des Form-
faktors mit zwei breiten Maxima und einem Minimum an der Stelle der sechsten
Ordnung zu sehen. Die Offsetmessung zeigt wesentlich mehr Struktur, als die
spekulare Reflektivitat. Fiir solche Proben mit hoher lamellarer Periode d wiirde
sich eine Anpassung der Offset-Messung an Stelle der spekuldren Reflektivitat
anbieten. Im Rahmen dieser Arbeit konnte dies leider nicht mehr durchgefiihrt
werden.

In Abbildung 5.24 wurden die osmotischen Driicke IT gegeniiber den bei ihnen ge-
messenen Gleichgewichtsperioden d aufgetragen. Die durchgezogene Linie zeigt
eine Anpassung von II als Funktion der Periode d durch die Wechselwirkungspo-
tentiale in Kapitel 2.3. Zur Berechnung wurden nur die Beitrage der elektrostati-
schen AbstoBung nach der Poisson-Boltzmann Gleichung und der osmotische Ge-
gendruck des Polyelektrolyts betrachtet. Die Parameter der Simulation ergaben
sich zu einer Oberflachenladungsdichte der Membranen von o = 0.143 e A2
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Abbildung 5.24: P von D fiir das geladene POPS. Die durchgezogene Linie ent-
spricht einer Simulation des elektrostatischen Potentials mit den Parametern L, =7 A,

0 =0.143 ¢ A2 und d,,=38 A
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Abbildung 5.25: B aus dem elektrostatischen Potential berechnet mit den Parametern
der Simulation in Abbildung 5.24

eine Bjerhumlinge L. = 7 A und eine Membrandicke d,,, = 38 A . Die Simulati-
on passt relativ gut zu den experimentell bestimmten Werten. Auf Basis dieser
Potentiale wurde aus der zweiten Ableitung das Kompressionsmodul B berechnet.

Das Ergebnis ist in Abbildung 5.25 dargestellt.
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Anhang A

Parameterliste fiir die
Anpassungen der

Reflektivitatsmessungen von
Oligo-DMPC-Membranen
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Tabelle Al: Fit Parameter fiir die Anpassung der Reflektivitatskurven der Oligo
DMPC Membransysteme in PEG Ldsungen verschiedener Konzentrationen aus

Kapitel 5.1.1.



Anhang B

Reflektivitatsmessungen an dicken
DMPC Proben unter
osmotischem Druck
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Anhang C

Offset Messungen der POPS
Proben unter osmotischem Druck
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Anhang D

Skript zur Berechnung der
Reflektivitaten

Simulation der Reflektivitdt mit DevPascal:
program refl(input,output);

uses crt,dos;

const
pi=3.14159265358979876;
nkoeff=7; (*Anzahl der Fouriekoeffizientenx)
Nmax=2000;

type UMarray=array[0..Nmax,0..Nmax] of real; type
koef_array=array[1l..nkoeff]of real; type
kl_array=array[l..nkoeff]of String; type
k2_array=array[l..nkoeff]of integer;

var qz,d,eta,formfaktor,sfl,sf2,ref,c:real;
fresnel_ref_si,qc_si,d0,delta_max,sig,ugr,alpha:real;
N: integer;
i,j:integer;
d2,qc_si2,d02,delta_max2,sig2,alpha2,N2,eta2,ugr2,c2:integer;
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fml:k1_array;

fm2:k2_array;

fm:koef_array; (xFourierKoeff., Phase fuer Formfaktor x*)
UM:UMarray;

F,G: text;
dl,qc_sil,d01,delta_maxl,sigl,alphal,N1,etal,ugrl,cl:String;

procedure formfaktor_proc(fm:koef_array;delta_max,d,qz:real;var

formfaktor:real);

var i:integer;

begin
formfaktor:=0;
for i:=1 to nkoeff do
begin
formfaktor:=formfaktor+delta_max*fm[i]*8xpi*pi*i*ixsin(qz*d/2)

xcos (pixi)/(qz*xqz*d*d-4*pi*pi*i*i)

end;

end;

procedure Umn_proc(N,x,y:integer;eta,d:real;var U:real);
(xcorrelation matrix (fuction) from Doru *)
var i: integer; begin
U:=0 ;
for i:=1 to N do
begin
U:=U+etaxd*d/ (pi*pi)*(1/(2%i-1))*sin(0.5%(2*i-1)*pi*x/N)*
sin(0.5%(2xi-1) *pix*y/N) ;
end
end;

procedure calc_UM(N:integer;eta,d:real);
var i,j:integer;
U:real;
begin
for i:=1 to N do
begin
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for j:=1 to N do

begin
Umn_proc(N,i, j,eta,d,U);
UM[i,j]:=U;
end;
end;

end;

function coverage(i,N:integer;alpha:real):real;
begin
if (i=0) then
coverage:=1
else
coverage:=(1-exp(alpha*1n(i/N)))*(1-exp(alpha*1ln(i/N)))
end;

procedure calc_strucfactor_1(N:integer;alpha,sig,d0,d,qz:
real;var sfl: real);
(*structure factor 1)

var i:integer;
begin

sfl:= 0;

for i:=0 to N-1 do
begin

sfl:=sf1-2xexp(-qz*qz*sig*sig/2) *sin(qz*(d0+ix*d))
xexp (-qz*qz*UM[i,i]/2) *coverage(i,N,alpha) ;

end;

end;

procedure calc_strucfactor_2(N:integer;alpha,d,qz:
real;var sf2: real);
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(*squared structure factor 2 x)
var 1i,j:integer;

begin
sf2:=0;
for j:=0 to N-1 do
begin
for 1i:= 0 to N-1 do
sf2:=sf2+cos(qz*d*(j-i))*exp(-0.5xqz*qz* (UM[1,1]
+UM[j, jl))*coverage(i,N,alpha)*coverage(j,N,alpha);
end;
end;

function fresnel_ref(qz,qc:real):real;
begin
if (gz<qc) then
begin
fresnel_ref:=1;
end
else
begin
fresnel_ref:=(qz-sqrt (qz*qz-qc*qc))/(qz+sqrt (gqz*qz-qc*qc) )
* (qz-sqrt (qzxqz-qc*qc) ) / (qz+sqrt (qz*qz-qc*qc) ) ;
end;
end;

begin (rksksksoksoksokskokkokMainkkskkskkskkokkokkokkokkok ko ¥k )

fm1[2] :=ParamStr(1);
fm1[3] :=ParamStr(2);
fm1[4] :=ParamStr(3);
fm1[5] :=ParamStr(4) ;
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fm1[6] :=ParamStr(5);
fm1[7] :=ParamStr(6) ;
d1:=ParamStr(7);
qc_sil:=ParamStr(8);
d01:=ParamStr(9);
delta_maxl:=ParamStr(10);
sigl:=ParamStr(11);
alphal:=ParamStr(12);
N1:=ParamStr(13);
etal:=ParamStr(14);
ugrl:=ParamStr(15);
cl:=ParamStr(16);

writeln(’command line:’);
writeln(’init f2 £3 f4 f5 f6 f7 d qc_si dO delta_max
sigma alpha N eta ugr c’);

if ParamCount<16 then

writeln(’too little parameters are given !’)
else if ParamCount>16 then

writeln(’too many parameters are given !’)
else if ParamCount=16 then
begin

fm[1] :=-1;
val(fm1[2],fm[2],fm2[2]);
val (fm1[3],fm[3],fm2[3]);
val (fm1[4],fm[4],fm2[4]);
val(fm1[5],fm[5],fm2[5]);
val(fm1[6],fm[6],fm2([6]);
val(fm1[7],fm[7],fm2[7]);
val(dl,d,d2);
val(qgc_sil,qc_si,qc_si2);
val(d01,d0,d02);

val (delta_maxl,delta_max,delta_max2);
val(sigl,sig,sig2);

val (alphal,alpha,alpha2);
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val (N1,N,N2);
val(etal,eta,eta2);
val (ugrl,ugr,ugr2);
val(cl,c,c2);

Assign(G,’C:\Data\fitting_freepascal\paralist.dat’);
Rewrite(G);
writeln(G,’f2=’,fm[2]:5:6);
writeln(G,’£3=’,fm[3]:5:6);
writeln(G,’f4=",fm[4] :5:6);
writeln(G,’f5=’,fm[5]:5:6);
writeln(G,’f6=’,fm[6]:5:6);

writeln(G,’f7=",fm[7]:5:6);
writeln(G,’d=’,d:5:6);
writeln(G,’qzc_si=’,qc_si:5:6);
writeln(G,’d0=’,d0:5:6);
writeln(G,’delta_max=’,delta_max:5:6);
writeln(G,’sigma=’,sig:3:3);
writeln(G,’alpha=’,alpha);
writeln(G,’N=’,N);
writeln(G,’eta=’,eta:5:6);
writeln(G, ’ugr=’,ugr:5:15);
writeln(G,’c=’,c:5:6);
close(G);

calc_UM(N,eta,d);

Assign(F,’C:\Data\fitting_freepascal\fitting.dat’);

Rewrite(F);

for i:=1 to 1000 do

begin
gqz:=0.001%1;
formfaktor_proc(fm,delta_max,d,qz,formfaktor);
calc_strucfactor_1(N,alpha,sig,d0,d,qz,sfl);
calc_strucfactor_2(N,alpha,d,qz,sf2);
fresnel_ref_si:=fresnel_ref(qz,qc_si);
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ref:= fresnel_ref_si*c*(exp(-qz*xqz*sigkxsig)+formfaktor*
sfi+formfaktorxformfaktor*sf2)+ugr;

write(F,qz:8:10);
writeln(F,ref:25);
end;

close(F);

(*open gnuplot*)

(xexec(’wgnuplot.exe’,’plot.ini -’);*)

(*initialisation gnuplot ini filex)
(*exec(’load "plot.ini"’,’’); %)

(xplot SF.dat filex)
(xexec(’plot "SF.dat"’,’’); *)

end;

end.
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Anhang E

Mathematica Skript zur

Berechnung des Van der Waals

Potentials

(****************************************************************)

(kxkxxkkk Naturkonstanten skkkskkskkk)

h := 6.626%107(-34) (* Js*)
k := 1.38%107(-23) (x J/K %)
T := 313 (* K %)

c := 2.9979%10°8 (*m/s *)

\ [Epsilon] := 8.85%107(-12)

Cw := 0.755

\[Omegalw := 1.9%10716 (* rad/s *)
\ [Epsilon]wO := 80

Chc := 1.01

\ [Omegalhc := 1.85%10716(* rad/s *)
\[Epsilon]hcO := 2

a := 26%x107(-10) (** hydrophobe Membrandicke DMPC *x)
dk := 9%107(-10) (** einfache Kopfgruppendicke *x*)
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\[Omega] [n_] := n*2x\[Pi]*k*T/(h/(2*\[Pi]))

\[Epsilon]w[n_] := 1 + Cw/(1 + (\[Omegal [n]/\ [Omegalw)"2)
\[Epsilonlhc[n_] := 1 + Chc/(1 + (\[Omega] [n]/\[Omegalhc)~2)

\ [CapitalDelta] [
n_] := (\[Epsilon]w[n] - \[Epsilon]lhc[n])/(\[Epsilon]w[n]
+ \[Epsilonlhc[n])

rln_, d_] := 2x(d + dk)*Sqrt[\[Epsilon]w[n]]*\[Omegal [n]/c

S[n_, d_] = \[CapitalDeltal [n]"2*((1 + r[n, dl)*Exp[-r[n, dl]
-2x(1 + (1 + a/(d + dk))*r[n, d])/(1 + a/(d + dk))=*
Exp[-(1 + a/(d + dk))r[n,d]]
+ (1 + (1 + 2%¥a/(d + dk))*r[n, d])/(1 + 2*xa/(d + dk))*
Exp[-(1 + 2xa/(d + dk))*r[n, dl])

FvdWwdis5[d_, T_] := -k+T/(8*%\[Pil*(d + dk)"2)*Sum[S[n, dI,
{n,1,200}]

Si[n_] := \[CapitalDelta] [n]~2 H1 := S1[1] + 2xSum[S1[n],
{n, 2,12000}] H1

(x*x*xx**x Van der Waals : statisch nach der exakten Formel: skxx)

\[CapitalDeltal0 := (80 - 2)/(80 + 2)
integrand[x_, d_, T_] :=
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x*Log[1l - (((\[CapitalDelta]O*(1 -
Exp[-a*x/(d + dk)]))/(1 - \[CapitalDelta] 0" 2%
Exp[-a*x/(d + dk)]))~2)*Exp[-x]]
integrand[1/2, a, 13] NIntegrate[integrand[x, a, 313], {x, 0, 1}]

Fstatexakti[d_, T_] :=

0.5%(kxT)/(8*\[Pi]l*(d + dk)~2)*NIntegrate[integrand[x, d, T], {x, 0, 10}]

Fhalb[d_, T_] := -k*T*0.75/(16%\[Pi]*(d + dk)~2)x*
Sum[((\[CapitalDeltal0°2)"j)/(j"3), {j, 1, 50}] (*unendliche Reihex)
(* Halbraumndherung nach W. Fenzl *)

FvdW[d_, T_] := FvdWdis5[d, T] + Fstatexaktl[d,T]
(* dispersions Anteil und statischer Anteil x)

HVAW[d_, T_] := (-0.7925 - 0.1)*kxT/(16%\[Pi]*(d +dk)"2)
(* Halbraumndherung fiir gesamte Van der Waals *)

Plot [{HVdW([d, 313], FvdWw[d, 313]}, {d, 10%x10~(-10), 3.5%107(-9)}]

dishalb[d_, T_] := (-0.1)*kxT/(16%\[Pi]*(d + dk)~2)

disfehler[d_,T_] :=
2x(FvdWdis5[d, T] - dishalbl[d, T])/(FvdWdis5[d, T] + dishalb[d, TI])

Table[Fstatexaktl[i*0.5%10°-10, 313], {i, 1, 400}]
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