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Kurzfassung

Kurzfassung

In dieser Arbeit wird untersucht, wie Nanopartikel mit Zellmembranmodellen interagie-
ren und welche Faktoren Einfluss auf die Nanotoxizitdt nehmen. Hierflir werden Zell-
membransysteme sowie die zugehdrigen Modelle fir deren Beschreibung prasentiert,
wobei die Komplexitat im Laufe der Arbeit zunimmt. Dabei stehen die Zellmembranen
von Eukaryoten im Mittelpunkt, aber auch die Membranen von Prokaryoten werden
thematisiert. Das Ausgangssystem ist aus DMPClaufgebaut, wobei eukaryotische Zell-
membranen durch das Einbauen von Cholesterol modelliert und fur die Simulation von
prokaryotischen Zellmembranen geladene Lipide verwendet werden.

Neben den Auswirkungen der Zellmembranzusammensetzung wird die Beeinflussung
der Systeme durch die Anderung der Temperatur, des verwendeten Salzes und der lo-
nenstarke sowie durch die Zugabe von Nanopartikeln untersucht. Bereits an Luft kon-
nen verschiedene Charakteristika des Systems, wie beispielsweise die Oberflachen-
struktur, Bilagenanzahl und Bilagendicke der Oligolipidbilagensysteme, untersucht wer-
den.

In wassriger Umgebung werden die l6sungsmittelinduzierten Veranderungen der Struk-
tur und Stabilitat des Gesamtsystems genauso untersucht wie der Einfluss von Tem-
peraturanderungen. Zudem wird in der wassrigen Umgebung die Interaktion zwischen
den Oligolipidbilagen und Nanopartikeln untersucht. Durch die wéssrige Umgebung
kénnen Salze in die Lésung eingebracht werden, wodurch die biologische Relevanz
des Systems zunimmt und der Einfluss der lonenstarke auf die Charakteristika des
Systems untersucht werden kann. Zudem ist von besonderem Interesse, in welcher
Form die Zugabe von Salzen die Interaktion von verschiedenen Zellmembranmodellen
mit Nanopartikeln beeinflusst.

Neutronenreflexions- und Réntgenreflexionsmessungen stehen bei dieser Arbeit als
experimentelle Methoden im Vordergrund. Diese werden jedoch durch eine Vielzahl
weiterer Messmethoden, wie dynamische Differenzkalorimetrie, Rasterkraftmikrosko-
pie und Ellipsometrie, erganzt, sodass ein differenziertes Gesamtbild der Systeme ent-
steht.



Abstract

Abstract

In this thesis, the interaction of nanoparticles with cell membrane models is investiga-
ted and which factors influence nanotoxicity. For this purpose, cell membrane systems
and their corresponding models are presented with increasing complexity towards la-
ter chapters. The main focus lies on eukaryotic cell membranes although membranes
of prokaryotes are also covered. The initial system is built from Thereby, cell
membranes of eukaryotes are modelled by incorporating cholesterol while charged li-
pids are used to simulate prokaryotic cell membranes.

Beside the influence of the membrane composition, the response of the system due to
changes of the temperature, the salt and the ionic strength as well as the reaction upon
addition of nanoparticles is studied. Already in the simple step of the dry state expo-
sed to air, several characteristics of the system, such as the surface structure, bilayer
number and thickness of the oligolipidbilayers, can be investigated.

In the aqueous environment, several changes regarding the structure and stability of
the system are induced. Those are studied as well as the temperature dependency.
Furthermore, the interaction between lipid bilayers and nanoparticles in aqueous en-
vironment is analysed in detail. Due to the aqueous environment, salts can also be
introduced into the solution, increasing the biological relevance of the system and allo-
wing the influence of ionic strength on the characteristics of the system to be studied.
Thereupon, the influence of ionic strength on the system is studied by varying the salt
concentration. Additionally, it is of interest in which manner the addition of salt changes
the interaction of different cell membrane models with nanoparticles.

Neutron and X-ray reflectivity measurements are the main experimental techniques
used in this work but these are completed by a variety of other methods, e.g. differen-
tial scanning calorimetry, atomic force microscopy and ellipsometry. Hence, an overall
picture of the entire system emerges.
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1. Zielsetzung

1 Zielsetzung

Nanopartikel sind im Alltag omniprasent, sodass der menschliche Koérper ihnen fort-
wahrend ausgesetzt ist.M11@ Wahrend Gold- und Silbernanopartikel in medizinischen
Anwendungen zum Einsatz kommen, 1Bl werden Titanoxidnanopartikel in Lebensmit-
teln und Zahnpasta, aber auch wie Zinkoxidnanopartikel in Sonnencremes und Son-
nenschutztextilien als UV-Filter eingesetzt. M2l Von den menschlichen Organen sind
vor allem der Atemtrakt, der Magen-Darm-Trakt und die Haut dem Kontakt mit Nano-
partikeln ausgesetzt.!! In allen drei Fallen ist der erste Teil der Zelle, welcher dabei
mit den Nanopartikeln in Kontakt tritt, die Zellmembran. Allerdings gibt es hierbei noch
viele offene Fragen, welche Faktoren die Nanotoxizitat beeinflussen und wie die Nano-
partikel mit den Zellmembranen interagieren. Es ist daher von zentralem Interesse zu
verstehen, wie die Zellmembranen mit Nanopartikeln interagieren. Um die Membran-
Nanopartikel-Interaktion gezielt untersuchen und die Interaktionen spezifisch auf ein-
zelne Membrankomponenten zurtckfihren zu kénnen, missen zunachst Membranen
kreiert werden, welche lediglich eine Uberschaubare Anzahl an Komponenten beinhal-
ten. Aufgrund der unterschiedlichen Funktionen, die diverse Membranen erfillen mus-
sen, variieren ihre Strukturen und Komplexitaten teilweise stark. Es gibt jedoch einige
fundamentale Merkmale, welche alle Membrane miteinander verbinden. So besitzen
sie eine Dicke von zwei Lipidmolekulen, die meist zwischen 6 und 10 nm liegt. Diese
Membranlipidmolekule verfiigen Uber einen hydrophoben Anteil, den Kettengruppen,
und einen hydrophilen Anteil, den Kopfgruppen. Die aus den Membranlipidmolekilen
aufgebauten Membranen werden durch nicht-kovalente Wechselwirkungen von koope-
rativem Charakter stabilisiert. Dabei bilden sich im wassrigen Milieu Lipidbilagen aus,
welche im Zentrum aus Kettengruppen bestehen. Diese werden durch die Kopfgrup-
pen gegen die hydrophile Umgebung abgeschirmt.[® S 40511

Zunachst wird von dem denkbar einfachsten System ausgegangen, bei dem die ge-
samte Membran aus einem einzigen Membranlipidtyp aufgebaut ist. Im ndchsten Schritt
wird untersucht, welche Auswirkungen das Einbauen weiterer Lipide in die Membran
auf die Eigenschaften der Bilagen hat. Auf diese Weise kdnnen die Einfliisse der einzel-
nen Komponenten auf die Charakteristika des Gesamtsystems untersucht werden. Je
nach Zusammensetzung eignen sich die Systeme zur Modellierung unterschiedlichster
Zellmembranen. Somit ist es mdglich, anhand der kreierten Membranen die Nanoto-
xizitdt von Nanopartikeln und die Beeinflussung der Nanotoxizitét nicht nur durch die
Nanopartikelgré3e, den Nanopartikeltyp, die lonenstarke und die Temperatur zu unter-
suchen, sondern auch den Einfluss der Membranzusammensetzung auf die Membran-
Nanopartikel-Interaktion zu studieren.

Um ein moglichst differenziertes Bild zu erhalten, werden diverse unterschiedliche
Messmethoden verwendet, welche sich komplementar erganzen, wie beispielsweise
Neutronenreflexions-, Rontgenreflexions- und Ellipsometriemessungen.



2. Physikalische Grundlagen

2 Physikalische Grundlagen

Um die Oligolipidsysteme zu charakterisieren, kénnen unterschiedliche Messmetho-
den herangezogen werden. Diese sind, zusammen mit den ihnen zugrunde liegenden
physikalischen Prinzipien, in diesem Kapitel erlautert.

2.1 Neutronenreflexion

Die Neutronenreflexion (NB) ist das Herzstilick dieser Arbeit und auf ihr fuBen die
grundlegenden Erkenntnisse. Im Folgenden werden im Unterkapitel die Vortei-
le der Methode dargelegt, in Abschnitt das Grundkonzept skizziert und in Un-
terkapitel die fur die Arbeit grundlegende MessgréBe naher erlautert. Daraufhin
wird im Unterkapitel aufgezeigt, wie die Wiederholeinheitendicke und die Ge-
samtschichtdicke als wichtige Kenngré3en bereits ohne komplexes Modellsystem aus
dem Reflexionsprofil erhalten werden. Im folgenden Abschnitt[2.1.5|wird die Koharenz-
lange beleuchtet, in Unterkapitel auf die Rauigkeiten eingegangen und in Ab-
schnitt [2.1.7] wird eine weitere, komplexere MessgrdfBe, die nicht-spekulare Reflektivi-
tat, thematisiert. In Unterkapitel 2.1.8 wird auf verwendete Neutronenreflektometer wie
V6lam Helmholtz-Zentrum Berlin fiir Materialien und Energie (HZB) und Fluid Grenzfla-
chen Streifwinkel Reflektometer (engl.: Fluid Interfaces Grazing Angles ReflectOmeter)
(FIGARQ) am Institut Laue-Langevin (ILL) eingegangen, wahrend die Ausflihrungen
zur[NRImit Abschnitt[2.1.9|zur Prozessierung der Rohdaten am Neutronenreflektometer
des HZB (V6) unter Beriicksichtigung der Probengeometrie abgeschlossen werden.

2.1.1 Vorteile der Methode

Auf mikroskopischer Ebene kdnnen verschiedene Techniken eingesetzt werden, um
die Struktur und Eigenschaften von Lipiddoppelschichten zu untersuchen.!®! An dieser
Stelle sei exemplarisch die Dynamische Lichtstreuung (DLS) genannt.” Auf einer viel
kleineren Skala als der des mikroskopischen Bereichs - ndmlich der Teilchenebene
- wird die kernmagnetische Resonanz eingesetzt, um die Beziehungen zwischen der
chemischen Struktur und den physikalischen Eigenschaften der verschiedenen Lipide
aufzuklaren. Im Bereich zwischen den beiden hier aufgefihrten GréBenskalen - der
Teilchenebene und der mikroskopischen Ebene - spielen Neutronen, beispielsweise
im Bereich von 107 m und 10® m, eine herausragende Rolle hinsichtlich der zerst6-
rungsfreien und aufschlussreichen Charakterisierung des Systems. !

Da diese Methode auch fir leichte Elemente empfindlich ist, liegt der einzigartige Vor-
teil in der Moglichkeit, Isotopensubstitutionen durchzufihren, um die interessanten
Teile der untersuchten Systeme hervorzuheben. Hydrogenium und sein schwereres
Isotop Deuterium haben zwar &hnliche chemische Eigenschaften, unterscheiden sich

2
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aber stark in ihrer Wechselwirkung mit Neutronen. Zusammenfassend bleibt festzuhal-
ten, dass [NBF-Messungen Zugang zu vielen unterschiedlichen Informationen bieten. !

2.1.2 Grundkonzept

Zunachst wird allgemein fur alle Reflexionsmethoden die Brechung eines Strahls an
der Grenzflache zweier Medien thematisiert. Dieser Fall ist in Abbildung[2.1]dargestellt.
Dabei und in den folgenden Gleichungen gibt «; den Einfallswinkel und a, den Winkel
des gebrochenen Strahls zum Lot an. Des Weiteren n; entspricht dem Brechungsindex
des Immersionsmedium und n, dem Brechungsindex der Probe.[® S-222]

einfallender reflektierter
Strahl Strahl

Immersions-

a n )
1 " medium

gebrochener

Strahl
a, n, Probe

Abbildung 2.1. Abgebildet ist die Brechung geméaf3 des Snelliusschen Brechungsgesetzes.

Das Snelliussche Brechungsgesetz ist in Gleichung [2.1] dargestellt. ! S 2221

sin(a) e
sin (042) N n1 (21)

Die Reflexions- sowie Transmissionskoeffizienten des einfallenden sowie gebroche-
nen Strahls ergeben sich aus den Amplitudenverhéltnissen. Die Amplitudenvektoren
A des einfallenden Strahls e, des reflektierten Strahls r und des gebrochenen Strahls
g kdnnen in parallele Komponenten A, und senkrechte Komponenten A, zur Einfall-
sebene zerlegt werden. Der Transmissionskoeffizient ¢ entspricht dem Verhaltnis j—z,

wahrend der Reflexionskoeffizient » dem Verhéltnis % gleicht. Diese sind jeweils fur

den senkrechten und parallelen Fall in den Gleichungen 2.2 - [2.5] dargestellt. Hierfiir
wird von den Fresnelschen Formeln ausgegangen und die Maxwell-Gleichungen ver-
wendet. Dabei stehen die Indices e flr einfallend, r fir reflektiert, ¢ fir gebrochen sowie
s flir senkrecht und p fir parallel in Bezug auf die Einfallsebene. % S- 222
_— Ars 11 COS (1) — ny €OS () 2.2)
es ny €OS () + ng COS (az)
2 ny €cos (o)

ty = =2 = 2.3
Acs N1 COS (1) + ny COS (a2) (2.3)
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p ny COS (o) — ny COS ()

A
= = 2.4
"p Aep ng €COS (a1) + ny COS () (2.4)
A 2 ny cos (ay)
t, = =% = 2.
A, ny €OS (1) + ny COS (a2) (2:5)

Nach dieser allgemeinen Betrachtung wird im Folgenden die Reflexion von Neutro-
nen thematisiert. Hierbei wird der vereinfachte Fall betrachtet, dass ein Neutronen-
strahl geméan des Reflexionsgesetzes - Einfallswinkel gleich Ausfallswinkel - an ei-
ner Oberflache reflektiert wird, sodass dabei ausschlieBlich spekulare Reflexion auf-
tritt.[® S- 22111 Der hierbei relevante Impulstransfervektor 7 wird iber Abbildung[2.2/und
Gleichung definiert. Er entspricht der Differenz des Wellenvektors der gestreu-
ten Welle ?1 und des Wellenvektors der einfallenden Welle E)O. Sein Betrag ist Glei-
chung[2.16|zu entnehmen. 10 S- 212111 8. 2]

Abbildung 2.2. Der Impulstransfervektor  entspricht der Differenz des Wellenvektors der ge-
streuten Welle ;1 und des Wellenvektors der einfallenden Welle ., mit dem Einfalls- und Aus-
fallswinkel ().

7=k -k (2.6)

Bei einem [NRBFExperiment ist es in der Regel das Ziel, fur ein System die Neutronenre-
flektivitat R in Abhangigkeit von dem Impulstransfervektor ¢ senkrecht zur reflektieren-
den Oberflache zu messen, wie dies unter Beachtung des Reflexionsgesetzes!® S 22111
in Abbildung [2.2 dargestellt ist.['? Bei spekularer Reflexion gilt das Reflexionsgesetz,
wohingegen sich bei nicht-spekularer Reflexion der Einfalls- und der Ausfallswinkel un-
terscheiden.

2.1.3 Spekulare Reflektivitat

Bei der Modellierung der Daten wird davon ausgegangen, dass sich die Bereiche
der zu untersuchenden Strukturen als oberflachenparallele Schichten beschreiben las-
sen. 3114 Von der gemessenen Reflektivitat kann auf die jeweilige Streulangendichte
(SLD) dieser Schichten mit molekularer Auflésung geschlossen werden.! ™ Die
charakterisiert das in Unterkapitel [2.7.7] angesprochene unterschiedliche Wechselwir-
kungspotential von Teilchen mit Neutronen. Dabei ist die Definition der [SLDIin Abhan-
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gigkeit vom Ort pg;, (2) Gleichung[2.7]zu entnehmen. In Gleichung handelt es sich
bei b; um die Streulange (SL) der Komponente i, die fiir alle chemischen Elemente ex-

perimentell bestimmt werden muss, und bei N; um die Zahlendichte der Komponente
;. 18l

psi (2) = sz’ - N; (2.7)

Die grundlegende MessgréBe bei NBF-Experimenten ist die Reflektivitét R (¢), deren

Zusammenhang mit der [SLD] p (¢) naherungsweise durch Gleichung [2.8] gegeben ist.

Dabei handelt es sich bei p (¢) um die Fouriertransformierte des [SLDHProfils pg;, (). 1
16 - 72

R(|q]) = " < |ps (@)°] (2.8)

Trifft NBI-Strahlung auf eine Grenzflache zweier Medien, deren Brechungsindizes sich
unterscheiden, so wird die Strahlung gebrochen und reflektiert. Hierbei ist der Bre-
chungsindex einer Probe n durch die Gleichung 2.9 gegeben.

n=1-0+1i-0 (2.9)

In Gleichung entspricht § der Dispersion, wahrend es sich bei 5 um den Absorpti-
onsfaktor handelt. Firr den Fall eines nichtmagnetischen Stoffes ist durch die Gleichung
der Brechungsindex fir Neutronen gegeben. In den meisten Fallen kann der Ab-
sorptionsfaktor vernachléssigt werden, sodass 5 ~ 0 gilt. In Gleichung [2.70] wird die
Dispersion bei Neutronenmessungen 6y ndher beschrieben.

\? Pi

2 -7 A zAz

ONR = - b (2.10)
Hierbei entspricht A der Wellenlange der Neutronen, N4 der Avogadrozahl, p; der Mas-
sendichte, A; der Atommasse und b; der Neutronenstreuldnge der Komponente i, wel-
che b; in Gleichung entspricht. 11 - 2118 Dje Neutronenstreuléange von Hydroge-
nium unterscheidet sich dabei grundlegend von der von Deuterium, sodass durch die
Deuterierung der Wassermolekiile der Kontrast, d.h. die [SLD}Differenz der Komponen-
ten, gezielt variiert werden kann. 9l

Seit der Publikation von Parratt 1954 wird die Reflektivitat eines Systems aus mehre-
ren Lagen ausgehend von den Fresnelschen Formeln rekursiv mithilfe des nach ihm
benannten Formalismus berechnet.' S-x1113] Dije haufig fiir die Anpassung von Refle-
xionsdaten verwendete Analysemethode umfasst die Konstruktion eines Modells. Jede
Schicht wird durch ihre und Dicke charakterisiert, welche zur Berechnung eines
Modell-Reflexionsprofils verwendet werden. Das berechnete Profil wird mit dem ge-
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messenen Profil verglichen und die Qualitat der Anpassung wird mit Hilfe von 2 in der
Methode der kleinsten Quadrate bewertet.'” Hierbei gilt fiir 2 der in Gleichung
dargestellte Zusammenhang. 141118l

y: = 1 . Z (Ry — Rm)2 (2.11)

In Gleichung handelt es sich bei R, um die gemessene und bei R,, um die mo-
dellierte Reflektivitat, o2 entspricht der Varianz des Messwertes i und n der Anzahl an
Messpunkten. Dabei ist die Differenz R, — R,, entscheidend. Wenn o; klein ist, muss
auch R,— R, klein sein, um x? zu reduzieren. Dies setzt also voraus, dass es eine gute
Ubereinstimmung des zur Berechnung des Reflexionsprofils verwendeten Modells mit
dem gemessenen Profil Gber den gesamten gemessenen ¢-Bereich gibt. Unter der
Annahme, dass eine sehr gute Probenqualitat vorliegt, ist die Zahlstatistik von R (| 7))
entscheidend bei der Bestimmung der Genauigkeit, mit welcher ein[SLD}Profil erhalten
werden kann.[”’ S. 85ff.,, S. 117 ff.][18]

Die Bestimmung des Fehlers eines angepassten Parameters erfolgt dadurch, dass die-
ser Parameter bis zu einer 10 - 15 %-igen Erhéhung des y?-Wertes variiert wird. Die
daraus resultierende Abweichung des Parameters gibt dann den Fehler des angepass-
ten Parameters an. !4

2.1.4 Reflexionsprofil

Wie bereits erwahnt, ist die Reflektivitat in Abhangigkeit vom Impulstransfervektor ¢
die zentrale MessgréBBe bei NB-Messungen. Das Reflexionsprofil eines unbeschich-
teten Siliziumkristalls in schwerem Wasser ist in Abbildung unter der Annahme
dargestellt, dass das Hintergrundsignal 1-107° betragt.

Fir einen flachen Siliziumwafer ergibt sich flr den Verlauf von R () flr || < |gr| zu-
néchst ein Plateau, da aufgrund der Totalreflexion R (|| < |g:|) = 1 gilt. Ein Abfall far
R resultiert erst bei | | > |qz|, welcher direkt stark ausfallt. Sobald | 7| > 3 - |gz| ist, re-
sultiert fiir R (| 7|) eine 1/|¢|*-Abhangigkeit. 11! - 8 %] Die Beziehung zwischen dem kri-
tischen Impulstransfer |g;|, dem zugehdrigen kritischen Winkel 6,,, der Wellenlange der
Neutronen \ und Ap ist in Gleichung dargestellt. Ap ist dabei die [SLD}Differenz
zwischen Vordergrund und Hintergrund, ™ wobei es sich bei dem Vordergrund in die-
ser Arbeit um Silizium und beim Hintergrund um schweres Wasser handelt.

4 .
- Tﬂ sin(0) ~ 4 - /1 Ap (2.12)

In dieser Arbeit ist nicht ein unbeschichteter Siliziumkristall von Interesse, sondern die
Bilagen, welche sich auf diesem Kristall befinden. Diese kdnnen mithilfe von Rotations-
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Abbildung 2.3. Dargestellt ist die Neutronenreflektivitdt eines Siliziumkristalls in Abhdngigkeit
von dem Impulstransfer in schwerem Wasser unter der Annahme, dass der Hintergrund bei der
Messung 1-10° betrédgt.

beschichtung in Form von Oligolipidbilagen auf das Substrat aufgebracht werden. 2%
Die Reflexionskurve von Mehrschichtsystemen weist aufgrund der Wiederholung von
Schichten zusétzliche Charakteristika im Vergleich zu einem Siliziumkristall in Was-
ser auf. Diese Wiederholung fuhrt zu einer bestimmten Periodizitat, in welcher Bragg-
Peaks an den Stellen | 7 gragg 1|, | ¢ Bragg 2|5 €tC. iMm R (|'¢|)-Verlauf auftreten. Dabei gibt
|'¢ Bragg i| die Lage des i-ten Bragg-Peaks an. Die auftretenden Abstande
|TBragg is1l — |TBraggil = AT Brage| sind aquidistant. Da die Position des Bragg-
Peaks umgekehrt proportional zum Schichtabstand ist, kann bereits mit der Lage des
ersten Bragg-Peaks auf die Dicke der Wiederholeinheit geschlossen werden. Wah-
rend die Wiederholeinheiten zu periodischen Bragg-Peaks flihren, entstehen durch
die Gesamtschichtdicke analoge periodische Kiessig-Oszillationen. Der Abstand der
Kiessig-Oszillationen A | ¢ kiessig| ist Somit umgekehrt proportional zur Gesamtschicht-
dicke, sodass mithilfe dieser Information unmittelbar auf die Gesamtschichtdicke ge-
schlossen werden kann.l2% 21 Der Zusammenhang zwischen A |7 p,4,4,| und der Dicke
der Wiederholeinheit dy,;, ist in Gleichung dargestellt, wahrend der Zusammen-
hang zwischen A | ¢ kiessig| Und der Gesamtschichtdicke d,.; in Gleichung zu se-
hen ist.2l Somit kann auch bereits ohne komplexes Modellsystem die Gesamtschicht-
dicke und die Wiederholeinheitendicke ermittelt werden. Anhand der Reflexionskurve

l&sst sich zudem die Rauigkeit, welche im Abschnitt [2.1.6] thematisiert wird, abschét-
zen. 11 S. 106 £][20]

2 -7

A ’?])Bragg|

dwn = (2.13)
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2 -7

dyos = ——
e A ‘a)Kiessig’

(2.14)
Aufgrund der in diesem Kapitel beschriebenen 1/|7|*-Abhangigkeit ist es méglich, die
Daten in R¢*-Darstellung zu visualisieren, um beispielsweise die Lage der Bragg-
Peaks mithilfe einer symmetrischen Funktion anzupassen.

2.1.5 Koharenzlange

Es stellt sich die grundlegende Frage, liber welchen Bereich die [SLD| experimentell
gemittelt wird. Generell ist die La&ngenskala, Uber welche diese Dichte auf die Ober-
flachennormale projiziert oder gemittelt wird, die Koh&renzlange. Letztere ist grund-
satzlich der maximale Abstand auf der Probe, bei dem Neutronen austreten, welche
am Detektor kohédrent interferieren. Da die vorhandenen Neutronenquellen nicht pha-
senkoharent sind, sodass die unterschiedlichen Neutronen keine exakt definierte Pha-
senbeziehung zueinander haben, kann Interferenz nur zwischen einem Neutron und
sich selbst auftreten. Aus der Energieunschéarfe A\ und der Strahldivergenz A6 der
Strahlungsquelle I&sst sich nach der Unscharferelation, wie sie Gleichung[2.15 zu ent-
nehmen ist, die effektive Lange und Breite der Strahlung bestimmen. Folglich kann
geometrisch abgeleitet werden, ob ein Neutron mit sich selbst interferieren kann. In
Gleichung entspricht Ak der Unschérfe des Wellenvektors und Az der Ortsun-
schérfe. 118l

Ak - Az =2 - 7 (2.15)

Aus der Ortsunscharfe Az und dem Einfallswinkel 6 ergibt sich mithilfe der geometri-
schen Uberlegung in Abbildung[2.4]die Koharenzlange L.

Ax
0 0 0

L, = Ax/sin(8)

Abbildung 2.4. Dargestellt sind zwei ebene Wellen mit dem Abstand .+ zueinander, die unter
dem Winkel ¢ auf die Probenoberfldche treffen. Auf der Oberfldche betrégt ihr Abstand zuein-

andef Lk - SI'T()'

Wie aus dieser Uberlegung und aus Gleichung hervorgeht, hdngt die Koharenz-
lange von einigen Faktoren ab, welche Ak und Az beeinflussen. Dazu zahlen die Wel-

8
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lenlange der einfallenden Strahlung A, der Einfallswinkel # und die Strahldivergenz.
Die Divergenz der einfallenden Strahlung wird von den Komponenten des Aufbaus be-
stimmt. T. P. Russell tiberschlagt, dass fiir Neutronen mit einer Wellenlange von 1 A und
einer Quellendivergenz von 0,005 ° die Unschérfe Az ~ 6 - 10° A betrégt. Folglich
ergibt sich bei einem Einfallswinkel = 1 °, dass L; = Siﬁﬁ ~ 30 pum gilt. Somit ist
der Bereich, in welchem Informationen zur Modellierung der [SLD|] gesammelt werden,
makroskopisch. ¢!

2.1.6 Rauigkeiten

Bis zu diesem Punkt wurde geméan Gleichung[2.7|die [SLDIder Komponenten als scharf
betrachtet. Nun wird ein genauerer Blick auf die Grenzflachen geworfen, da diese
nicht beliebig scharf sind. Dies ist darauf zurlckzufiihren, dass reale Grenzflachen
rau sind. %! Die Grenzflachenrauigkeit zwischen zwei aufeinanderfolgenden Schichten
kann ebenfalls in das Modell miteinbezogen werden. ¥ Dies gilt auch fir die Grenz-
flache zwischen den unterschiedlichen Komponenten in Oligolipidbilagen, wie sie in
Abbildung [4.15|dargestellt sind. Die Auswirkungen rauer Oberflachen auf die [SLDldes
Modellsystems ist in Abbildung [2.5] skizziert.

Dabei ist es wichtig, zwischen Rauigkeit und Welligkeit einer Grenzflache zu unter-
scheiden. Der Unterschied liegt hauptsachlich darin, dass die Welligkeit sich Uber Be-
reiche erstreckt, die groBer sein kdnnen als die Koharenzlange, wahrend fur die Rau-
igkeit Krimmungen an den Grenzflachen ausschlaggebend sind, deren Strukturen be-
deutend klrzer sind als die Koharenzlange der Neutronen. Bei einem Film, der wellig,
aber nicht rau, ist und dessen Wellen in seiner Struktur deutlich gréBer sind als die
Kohé&renzlange Ly, sind die Ubergange im [SLDIProfil vergleichsweise scharf. Auf der
anderen Seite resultiert bei einem rauen Film ein sehr weicher Ubergang im[SLD}HProfil
vom Wert in Medium 1 zum Wert in Medium 2, wie dies in Abbildung angedeutet
ist. 18l

Da der Unterschied der Streuvektoren in den verschiedenen Medien haufig gering ist,
bleibt unklar, welche Grenzflache mit welcher Rauigkeit in Verbindung zu bringen ist. 18l
Aus diesem Grund werden bei den Anpassungen - wie auch bereits in Abbildung
- die Rauigkeiten der Komponenten des Oligolipidbilagensystems als gleich angenom-
men.

Im Allgemeinen fihren Oberflachen- bzw. Grenzflachenrauigkeiten zu einer Verrin-
gerung des von dieser Grenzflache ausgehenden Reflexionsvermégens.!™ Zur Be-
stimmung der Rauigkeit ist es sinnvoll, in einem breiten Bereich von |{| zu messen,
da fUr hohe Werte in || die Reduktion der Reflektivitat R (|{|) deutlich starker aus-
fallt. 11 S 59118123 Dg reale Oberflachen rau sind, ist es sinnvoll, auch fiir das Modell-
system eine Rauigkeit anzunehmen. 3l



2. Physikalische Grundlagen

10 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I
] perfekt glatte Oberflachen
9 B raue Oberflachen
8
7 4

SLD [10° A7
|
L B L I I I I I I I

SRV IRV TRIRTRTRIA

0|llll|llll|llll|llll|llll|llll|llll|llll|
0 100 200 300 400 500 600 700 800

z[A]

Abbildung 2.5. Dargestellt ist die Auswirkung rauer Oberfldchen auf das [SLD-Profil in Ab-
héngigkeit vom Abstand zur Siliziumoberfldche = eines einfachen Modellsystems mit zwolf
Bilagen in Wasser. Exemplarisch sind jeweils ein Wasser-, zwei Kopfgruppen- und ein Ket-
tengruppenbereich markiert, sodass aus den jeweiligen [SLD-Bereichen in Abhdngigkeit vom
Ort auf die Komponente geschlossen werden kann. Fiir die Rauigkeiten wurde am Ubergang
Silizium-Siliziumoxid eine Rauigkeit von 3 A und fiir alle anderen Ubergédnge eine Rauigkeit
von 5 A angenommen. Die verwendeten[SLD-Werte sind an in der Arbeit erhaltenen Werte an-
gelehnt. Eine vergleichsweise dicke du3erste Wasserzwischenschicht bewirkt bei gleichzeitig
hohen Rauigkeiten, dass die im Bereich der duBersten Zwischenschicht erreichte[SLD gréBer
ist, als das bei den anderen Zwischenschichten der Fall ist.

2.1.7 Nicht-spekulare Reflektivitat

Die bisher besprochene spekulare Reflexion wird durch die mittlere [SLDI senkrecht zur
Grenzflache bestimmt. Jede rdumliche oder zeitliche Schwankung der oder eine
Kombination aus beidem flihrt zu nicht-spekularer oder diffuser Streuung.!2 Mithilfe
der nicht-spekularen Reflektivitat kénnen Informationen erhalten werden, die aus den
Daten der spekularen Reflexion oder vielen anderen oberflachensensitiven Techniken
nicht zugénglich sind. Hierflr sei exemplarisch die Bestimmung des Anlagerungsor-
tes einer weiteren Komponente genannt. Zudem ist es mdglich, durch die Kombination
der spekularen mit den nicht-spekularen Daten beispielsweise die bei den spekularen
Anpassungen erhaltenen Rauigkeiten und Wasseranteile in den Bilagen abzusichern.
Dabei ist eine gro3e Herausforderung, dass die theoretische Behandlung der nicht-
spekularen Reflexion im Vergleich zum spekularen Signal deutlich komplexer ist. Eine
quantitative Analyse ist dennoch mdglich und kann verwendet werden, um die Rauig-
keit zwischen Schichten zu untersuchen. Die Starke der Streuung wird durch die im

10
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System vorhandenen Hohenkorrelationen und deren Streuvermdgen bestimmt. 128!

In der Regel wird die imaginare Streulangendichte ((SLD) ips; mit der Absorption as-
soziiert, welche ebenfalls zu einer Verminderung der spekularen Reflektivitat fihrt.le7]
Diese fuhrt dazu, dass die Reflektivitat im Totalreflexionsbereich nicht bei eins liegt, wie
dies in Abbildung [2.3|fir den Siliziumkristall skizziert ist, sondern darunter. In dieser Ar-
beit wird allerdings mithilfe der[iSLDIdie nicht-spekulare Streuung simuliert. Eben diese
Reflektivitat im Bereich der Totalreflexion wird in der vorliegenden Arbeit angepasst, in-
dem die [SLD| und die Rauigkeit der Modellkomponenten variiert werden. Somit wird
die nicht-spekulare Streuung des Systems in den spekularen Daten simuliert. 28!

2.1.8 Aufbauten

Da der Impulstransfervektor | ¢| von der Wellenlange X und dem Probenwinkel 6 nach
Gleichung[2.16]abhéngt, sind unterschiedliche Reflektometeraufbauten denkbar. Die in
der vorliegenden Arbeit durchgefiinrten NB-Messungen wurden mit unterschiedlichen
Reflektometeraufbauten durchgefihrt.

17| = 47” . sin (0) (2.16)
Wie aus Gleichung ersichtlich, kann || entweder durch eine Variation der Wel-
lenlange A\ bei einem festen Winkel 0, wie er in Abbildung dargestellt ist, oder
durch eine Veranderung von 6 bei einer festen Wellenlange A (| ¢|) gesteuert werden.
Bei einem festen Winkel wird ein Flugzeit (engl.: time-of-flight) (TOF)-Reflektometer
verwendet, dessen Prinzip darauf beruht, dass die Neutronen unterschiedlicher Wel-
lenlange fir den Weg von der Quelle zum Detektor eine unterschiedliche Zeit be-
nétigen. Beispiele fur [TOF+Reflektometer war das BioRef am [HZBPI B - pevor es
nach Australien verschifft wurde - und ist [EIGAROl am [LL in Grenoble.*!! Der Aufbau
Neutronenreflektometer mit horizontaler Streugeometrie (engl.: Neutron reflectometer
with horizontal scattering geometry) (D17)%? hingegen kann sowohl in Form eines
[TOFHReflektometers als auch als Aufbau mit monochromatischer Wellenlange einge-
setzt werden. 2l
Ein Vorteil von Flugzeitspektrometern besteht darin, dass ein groBer |7|-Bereich er-
fasst werden kann, ohne die Probe oder den Detektor zu bewegen. Zudem wird durch-
gehend ein groBer |7 |-Bereich gemessen, was zwei enorme Vorteile mit sich bringt.
So ist es zum einen méglich Kinetikmessungen durchzufiihren, da auch beispielsweise
innerhalb von einer Minute bei hinreichend hohem Fluss ein Spektrum aufgenommen
werden kann. Zum anderen kann binnen kurzer Zeit eruiert werden, ob das System
einen Bragg-Peak aufweist und wo sich dieser befindet. Ein weiterer Vorteil ist, dass
es mit einem eindimensionalen Detektor einfacher wird, den Beitrag des Hintergrunds
und der nicht-spekularen Streuung zur spekularen Reflexion zu bewerten. 18l
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Beil[V6lam handelt es sich um ein Reflektometer vom Kristall-Monochromator-Typ
einer festen Wellenldnge, da bei der Planung 1985/86 nur eine begrenzte Verflgbar-
keit des Strahls gegeben war. Seit das Instrument 1994 mit dem vorgesehenen vol-
len Fluss in Betrieb gegangen ist, resultierten far Fluss- sowie Signal-zu-Rausch-
Verhaltnisse, die mit vergleichbaren [TOF}Instrumenten konkurrieren oder ihnen sogar
Uberlegen sind.l¥31B4 Die bei den Messungen instrumentenbedingte Auflésung betragt
an [Vgl fiir Al‘T?“ 2 % - 3 %, wahrend die typischerweise an [FIGARQ verwendete Auflo-
sung bei 7 % - 10 % liegt und zeigt somit einen Vorteil von V6l

2.1.9 Geometrische Uberlegung zur Datenprozessierung

FlOr die Prozessierung der Rohdaten an wurde nicht auf das bestehende Skript
zurlckgegriffen, sondern selbst ein Prozessierskript flir die unterschiedlichen Winkel-
bereiche erstellt.

An Vgl (Berliner Experimentierreaktor (BERI), HZB) wurden die Rohdaten standard-
maBig dergestalt in Reflektivitatswerte Uberflhrt, dass die Reflektivitat R (|7|) = 1 far
|'¢| < |qr| betragt. Mdgliche Verluste durch Absorption oder nicht-spekulare Streuung
wurden somit vernachlassigt. In den Auswerteroutinen am [LL] werden diese Effekte
jedoch standardmafig berlcksichtigt, sodass die erhaltene Reflektivitat im Bereich der
Totalreflexion nicht bei eins liegen und stattdessen die prozessierten Daten in diesem
Bereich eine bedeutend geringere Reflektivitat R (0) aufweisen. Folglich ist eine Ver-
gleichbarkeit der Messdaten nicht gewahrleistet. Aus diesem Grund wurde das Pro-
zessierungsskript fur die Messergebnisse an dergestalt verandert, dass die pro-
zessierten Daten vergleichbar wurden. Diese durchgeflhrten Veranderungen und die
damit verbundenen geometrischen Uberlegungen zur Ausleuchtung der Probe werden
im Anhang in Kapitel [A] geschildert.

Zusammenfassend ist in Tabelle der aus den geometrischen Uberlegungen her-
vorgehende Zusammenhang zwischen der gemessenen reflektierten Intensitat /g, der
Intensitét in Transmission durch den Kristall /, und der Reflektivitat R (6p) in Abhén-
gigkeit von dem Probenwinkel 6 dargestellt.ll

Tabelle 2.1. Reflektivitat an V6l in Abhangigkeit von dem Probenwinkel 6p.

Probenwinkel 6 Reflektivitat R(¢p)
0 garcsin(h—N> _In
) S TS sin(op) 1o
arcsin(h—N> < 0p < arcsin ( hy ) Ir
2k = Ercostarosnl/ D] ) | - s@py sG] oo o
hn b P) Ip
. h I

arcsin ([2.rk.cos(arcgn[b/(z.rk)])]> <Op T
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2.2 Rontgenreflexion

Hinsichtlich der Methodik &hneln Messungen mittels Réntgenreflexion (engl.: x-ray re-
flection) (XBR) stark den [NB-Messungen. Das Ziel ist es erneut, das Reflexionspro-
fil R(]7|) aufzunehmen und daraus Rickschlisse auf die Wiederholeinheitendicke,
die Gesamtschichtdicke, die Rauigkeit und auf weitere Charakteristika des Systems
zu ziehen. Zunéchst werden im Unterkapitel [2.2.1] die Vorteile von [XRRFMessungen
dargelegt, im folgenden Abschnitt[2.2.2 die Grundprinzipien geschildert und im Unter-
kapitel 2.2.3| wird auf den verwendeten Aufbau eingegangen.

2.2.1 Vorteile der Methode

Die Strukturaufklarung mit XBRF-Messungen erfolgt einem ahnlichen Bereich wie das
auch bei den [NRFMessungen der Fall ist. Ein enormer Vorteil von Réntgenquellen ge-
genuber Neutronenquellen ist dabei der hohe Fluss des einfallenden Strahls, sodass
Messungen deutlich schneller durchgefiihrt werden kdnnen. Réntgenstrahlen haben
jedoch den Nachteil, dass der Réntgenstrahl selbst eine Schadigung der untersuchten
Probe verursachen kann. So beobachteten Gkosh et al. bei[XBRR-Messungen und einer
Photonenenergie von 70 keV auch nach langerer Exposition keine strahleninduzier-
te Veranderung in der Struktur von DOPC-Multilagen-systemen, jedoch bereits nach
wenigen Sekunden Bestrahlung eine Anderung des Volta-Potentials.® Das Volta-
Potential Vy, ist dabei Gber die Energie Vy, - ¢ definiert. Diese Energie muss aufgebracht
werden, um eine Ladung ¢ aus dem Unendlichen auf eine Oberflachenentfernung von
1 um des betreffenden Kérpers zu bewegen. Durch [XBRFMessungen wird demnach
das Volta-Potential von Multilagensystemen beeinflusst - was auf eine Anderung der
Kopfgruppenorientierung zurickzuflhren ist - nicht aber die Struktur, welche mithilfe
von [XBRFAufnahmen vermessen wurde. 57 S-26 1

Ein weiterer Vorteil ist, dass keine Grof3forschungseinrichtung benétigt wird, um Mes-
sungen durchzufiihren. Bei der Untersuchung weicher Materie ist es - im Gegensatz
zu [NBFMessungen - nicht méglich, den Kontrast einfach durch Isotopenvariation zu
variieren. Da die beiden Reflexionstechniken unterschiedliche Kontraste der jeweili-
gen Komponenten zueinander aufweisen, ergénzen sich XRR-Messungen und
Messungen an derselben Probe ideal.l'® Bei XBB-Messungen ist der Kontrast zwi-
schen den Lipiden und der wassrigen Phase nur schwach, wobei hingegen der Kon-
trast von Goldnanopartikel (AuNP) sowohl zum Lésungsmittel als auch zu den Lipiden
sehr hoch ist. !

Alles in allem liefern die beiden Messmethoden voneinander unabhangige Informatio-
nen, die Aufschluss bei der Interpretation der Ergebnisse geben kdnnen.l8 Eine wei-
tere Herausforderung bei XBRFMessungen ist, dass die Transmission der Strahlung
durch Wasser sehr gering ist. Sie ist besonders niedrig bei geringen Photonenenergi-
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2. Physikalische Grundlagen

en. B8 Diesem Umstand wird dadurch Rechnung getragen, dass eine vergleichsweise
schmale Messzelle verwendet wird und anstelle einer Ublichen Kupferquelle mit einer
charakteristischen Réntgenstrahlung von 8,042 keV Molybdan mit einer charakteristi-
schen Réntgenstrahlung von 17,445 keV als Quelle dient.l'® [XBR-Messungen kénnen
mit einer Vielzahl von Quellen durchgefihrt werden. Je nach Quelle liegt der Wellen-
langenbereich des einfallenden Strahls bei einem bis zu mehreren hundert A. 859

2.2.2 Grundkonzept

Wahrend Neutronen mit den Kernen wechselwirken und ihre Streuquerschnitte daher
isotopenspezifisch sind, interagiert Réntgenstrahlung mit der Elektronenhlle von Ato-
men, sodass der Streuquerschnitt weitgehend proportional zur Ordnungszahl Z ist. 4%
Der Brechungsindex von [XBR-Messungen lasst sich analog zum Brechungsindex von
[NBFMessungen nach Gleichung[2.9|berechnen, wobei die beiden GréBen dx rr in Glei-

chung und Bxrr in Gleichung bestimmt werden.

To - N Pi

= . . — . ; ! 217
OXRR 2 Ny : A, (Z; + ) ( )
To - )‘2 Pi "
_ . . o 2.1
BxRrR T Ny A, f (2.18)

In den Gleichungen [2.17] und [2.18] handelt es sich bei N4, um die Avogadrozahl, bei
ro um den klassischen Elektronenradius, bei A\ um die Wellenldnge und bei p; um die
Dichte des Elements i mit der Atommasse A; und der Ordnungszahl Z;, wahrend es
sich bei f" und f” um den realen (Dispersion) bzw. den imaginaren (Absorption) Di-
spersionsfaktor handelt.!8l

Wie aus Gleichung hervorgeht, unterscheidet sich bei Rontgenreflektometrie die
Interaktion der Strahlung mit der Materie im Gegensatz zur Neutronenreflektometrie
nicht mehr fir unterschiedliche Isotope, sodass durch die Wahl der Isotopen die
nicht variiert werden kann und daher mit den gegebenen[SLD|gearbeitet werden muss.
Aufgrund der hohen Ordnungszahl von Gold Z 4, resultiert eine hohe sodass der
Kontrast zu den Lipidfilmen deutlich hoher ist, als das bei den[NR-Messungen der Fall
ist.

2.2.3 Aufbau

Aufgrund der Verwendung charakteristischer Rdntgenstrahlung handelt es sich um
einen monochromatischen Aufbau. Die Messmethode ist analog zu monochromati-
schen [NBFMessungen, wie sie in Kapitel beschrieben sind. Der Aufbau befindet
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sich am Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT).

2.2.4 Geometrische Uberlegung zur Datenprozessierung

Analog zu Kapitel und [A]wird auch fir die XBRF-Messungen das Prozessierskript
erstellt. Aufgrund der rechteckigen Geometrie der [XBRFProben ist das Prozessieren
der [XRBR}Daten vergleichsweise einfach. Wahrend in Kapitel [A|die Lange des Kristalls
2 - r;, entspricht, ist die Lange der [XBRProbe Lxrr. Anstelle der Hohe des Neutro-
nenstrahls hy ist an dieser Stelle die Héhe des Réntgenstrahls hyrr entscheidend.
Aufgrund der Probengeometrie entfallt der in Kapitel [A] diskutierte zweite Fall. Die Er-
gebnisse der Tabelle[2.1]lassen sich fir die XBR-Messungen direkt in Tabelle [2.2) iber-
fihren.

Tabelle 2.2. Reflektivitat bei den XBRFMessungen in Abhangigkeit von dem Probenwinkel 6p.

Probenwinkel 6p Reflektivitat R(¢p)
0p < arcsin( xan ) L

LxrRr ;
oy sin(ép) - Io

0

h
i hxRrr Ir
arcsm(LXRR) < Op 7

Bei der Justage der XBRFProben wurde eine gro3e Diskrepanz bei den erhaltenen
Reflektivitaten fir dieselbe Probe im Bereich der Totalreflexion festgestellt. Um die
Unabhangigkeit der Reflektivitat von der Justage der Probe zu gewahrleisten, werden
die erhaltenen Messdaten normiert, sodass die Reflektivitaten fir Winkel unterhalb des
kritischen Probenwinkels 65 ;. = arcsin (Kﬁ) eins betragen. Somit werden bedeutend
hdhere Reflektivitaten im Bereich der Totalreflexion erhalten, was dazu fuhrt, dass bei
den Anpassungen der[XBRBFDaten keine [SLDI verwendet werden kénnen, um die nicht-
spekulare Streuung zu simulieren.

2.3 Ellipsometrie

Die Spektroskopische Ellipsometrie (SE) eignet sich, um zerstérungsfrei diinne adsor-
bierte Filme auf Festkérpern und Flussigkeitsoberflachen zu untersuchen. In der Regel
und in dieser Arbeit ist das Ziel der Messung, die Gesamtschichtdicke und den Bre-
chungsindex des Systems zu bestimmen. Dabei liegt dem Messprinzip die Polarisati-
onsanderung bei der Reflexion von Licht an einer Oberflache zugrunde. Namensge-
bend ist hierbei die Verwendung elliptisch polarisierten Lichtes. Durch [SEFMessungen
koénnen die in Abbildung[2.6]dargestellte Schichtdicke ¢ und der Brechungsindex n., ab-
geleitet werden. Der Zusammenhang zwischen den Messgrof3en und den abgeleiteten
GroBen ist den folgenden theoretischen Uberlegungen zu entnehmen. !
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o n Immgrsmns-
1 1
medium
a3 d il Probe

ns; =ny-ik Substrat

Abbildung 2.6. Reflexion von polarisiertem Licht an einer substratgebundenen Probe. Die
Brechungsindices des Immersionsmediums und der Probe werden als real und nur der Bre-
chungsindex des Substrats als komplex angenommen, da davon ausgegangen wird, dass nur
der ins Substrat eindringende Strahl absorbiert wird. Der Winkel o, betrdgt beispielsweise fiir
das hausinterne Ellipsometer zum Lot 75,0 °

Unter der Annahme einer planaren Oberfladche mit einem planparallelen, homogenen
und isotropen Film kdnnen Zusammenhange zwischen den Parametern abgeleitet wer-
den. Die Brechungsindices des Immersionsmediums und des Films werden als re-
al angenommen, wahrend der Brechungsindex des Substrats als komplex betrachtet
wird. 41l
Die Gesamtreflexionskoeffizienten R? und R® resultieren aus den Fresnelschen Re-
flexionskoeffizienten an der Grenzflache Substrat-Film 5 und der Grenzflache Film-
Medium r,3 und der Phasenverzégerung D. Der parallele Gesamtreflexionskoeffizient
RP ist in Gleichung sowie der senkrechte Gesamtreflexionskoeffizient i* in Glei-
chung dargestellt, wobei der Zusammenhang zwischen der Schichtdicke ¢ und
der Phasenverzdgerung D in Gleichung [2.21] dargestellt ist. Dabei handelt es sich bei
A um die Wellenlange und bei ¢ um den Brechungswinkel. Die Basisgleichung der
Ellipsometrie ergibt sich durch die Bildung des Quotienten aus den beiden Gesamtre-
flexionskoeffizienten, wie sie in Gleichung [2.22dargestellt ist. Dabei handelt es sich bei
der Messgrof3e ¥ um das Amplitudenverhaltnis der beiden linear polarisierten Kompo-
nenten des Lichtes und bei der MessgréBe A um die Phasendifferenz. 1l

R — o : s 1; exp(-iD). (2.19)
1+ 1y - 15 - exp(-iD)

T3y + 155 - exp(-iD)
1 4+ rfy - ry; - exp(-iD)
D -\

1 = 2.21
‘ 4 - m - ny - cos(ay) ( )

RS = (2.20)
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RP

T = tan(V) - exp(iA) (2.22)

p =
Zur Anpassung der Messdaten wird der Brechungsindex des Oligolipidbilagensys-
tems mithilfe des Cauchy-Modells angepasst. Der Brechungsindex in Abhangigkeit

von der Wellenlange n, (A\) geman des Cauchy-Modells ist in Gleichung darge-
stellt. 42 S. 9-304 ff] [43]

B, [um?] C, [um?]

(N = A, + =5 5

(2.23)

In Gleichung[2.23]ist die allgemeine Form dargestellt, in der Arbeit wird jedoch C,, = 0
angenommen, da bereits mit den Parametern A und B eine sinnvolle Anpassung der
Messdaten mdglich ist und bei den verwendeten Systemen fir die Anpassungen in
der Regel AC,, > C, resultierte. Folglich wird die Wellenlangenabhangigkeit des
Brechungsindex ausschlie3lich durch den Parameter B,, beschrieben.

Der Messbereich bei [SEFMessungen liegt zwischen monomolekularen Schichten hin
bis zu Dicken von mehreren 100 nm. 4l

2.4 Rasterkraftmessungen

Mithilfe der Rasterkraftmikroskopie (engl.: atomic force microscopy) (AEM) ist es mog-
lich, die Oberflachenstruktur zu untersuchen. % Dabei wird eine sehr feine Messspitze
im Bereich der Nahfeldwechselwirkung Gber eine Oberflache bewegt. Wahrenddessen
wechselwirkt die Messspitze mit dem Nahfeld der Probenoberflache. Die Wechselwir-
kungspotentiale liegen hierbei im Bereich von circa 1 meV bis zu 10 eV.148: S 16t Der
generelle Aufbau ist in Abbildung [2.7] skizziert.

O Detektor

Laser

| Cantilever Pv4|s e Q@

. )[0]0/0[0]0/ 0000000010
Probenoberflache

Abbildung 2.7. Skizze des Messprinzips eines [AEM-Aufbaus mit Probenoberflédche, welche
durch eine Spitze im Bereich des Nahfeldes untersucht wird. Die Cantileverauslenkung wird
dabei mithilfe eines Lasers bestimmit.

Es sind unterschiedliche Messmodi mdglich. So kann im Kontaktmodus auf verschie-
dene Arten die Probentopographie bestimmt werden. Zum einen kann mit konstanter
Hbhe gearbeitet werden, bei welcher die Auslenkung des Biegebalken (Cantilevers),
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an welchem die Messspitze befestigt ist, aufgezeichnet wird. Zum anderen kann mithil-
fe eines Ruckkopplungsregelkreises eine konstante Auslenkung des Cantilevers auf-
rechterhalten werden. Im intermittierenden Modus (tapping mode) wird die Amplitude
und die Phase des Cantilevers nahe der Resonanzfrequenz Uberwacht. Bei Kontakt
mit der Probe wird eine Kraft auf die extern angeregte Sonde ausgetbt. Dies flhrt zu
einer Verschiebung der Resonanzfrequenz und der Schwingungsamplitude des Can-
tilevers bei den Frequenzen nahe der Resonanzfrequenz. Dadurch ist eine empfind-
liche Rickkopplung gegeben, wodurch sich das Verfahren fur weiche Materie eignet.
Im Kontaktmodus resultiert ein Drehmoment auf den Cantilever, welches mithilfe der
Messung der Position des Cantilevers durch Aufnehmen der Laserposition am Photo-
detektor bestimmt werden kann. 4/l

2.5 Dynamische Lichtstreuung

Clark et al. zeigten, dass es moglich ist, mithilfe von Lichtstreuung die Brownsche Mo-
lekularbewegung von Teilchen zu untersuchen. ¥ Das Ziel der DLSIMessungen ist die
Bestimmung des hydrodynamischen Radius von Partikeln. Der hydrodynamische Ra-
dius stellt den Radius des Partikels inklusive dessen Hydrathulle dar. Die theoretischen
Grundlagen fir die Dynamische Lichtstreuung soll im Folgenden dargelegt wer-
den.

Bei DLSFMessungen wird die Autokorrelationsfunktion des gestreuten Lichts analy-
siert. Die normierte Autokorrelationsfunktion der Intensitat des gestreuten Lichts ¢ (7)
bei einer gegebenen Verzégerungszeit 7 ist durch den in Gleichung [2.24] dargestellten
Zusammenhang gegeben. 9l

gy = MO It + 7)) (2.24)

(I(1)*
Dabei gibt I die Intensitat und ¢ die Zeit an. In den meisten Fallen kann die Intensitats-
Intensitats-Autokorrelationsfunktion ¢?(7) auch durch die Feld-Feld-Autokorrelations-
funktion ¢M(7) ausgedriickt werden, wie dies in Gleichung [2.25, auch als Siegert-
Gleichung bezeichnet, dargestellt ist.

¢?(r) = B + B - [¢W(r)] (2.25)

Hierbei entspricht B dem Grenzwert fiir groBe Zeiten fir ¢ (7), der theoretisch eins
sein sollte, in der Praxis sich jedoch um etwa 10 von eins unterscheidet. Der Faktor j3
ist von der Geometrie des Aufbaus abhangig. ¢ (7) wird in Gleichung definiert.

(E(t) - E*(t + 7))

M(r) = '
90 = TEw - E)

(2.26)
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Dabei handelt es sich bei E um das gestreute elektrische Feld. Fir monodisperse Par-
tikel in einer Lésung féllt ¢V () exponentiell ab, wie dies Gleichung entnommen
werden kann.

g(l)(T) =exp(-I - 7) (2.27)

In Gleichung handelt es sich bei ' um die Abklingzeit, deren Zusammenhang
zum intensitatsgewichteten Diffusionskoeffizient D und zum Streuvektor ¢ in Glei-
chung[2.28] dargestellt ist.

I =D . g2 (2.28)

Die GroBe des Streuvektors | 7| ist Gleichung[2.29zu entnehmen. Der Betrag | ¢| wird
in dieser Arbeit synonym zu ) verwendet. Hierbei handelt es sich bei n;, um den Bre-
chungsindex des Lésungsmittels, bei A um die Wellenlange des verwendeten Lichts
und bei # um den Winkel relativ zum Einfallswinkel, bei welchem die Intensitat gemes-
sen wird.

Q = |7 = 4'”% . sin (g) (2.29)

In Gleichung beschreibt die Stokes-Einstein-Relation, wie der Diffusionskoeffizi-
ent D mit dem hydrodynamischen Radius ry des Partikels zusammenhangt. Diesen
zu bestimmen ist das Ziel der Messung. Zudem handelt es sich in Gleichung bei
ks um die Boltzmannkonstante, T bezeichnet die Temperatur und » die Viskositat.

kg - T

D = (2.30)
6 . ’ﬂ' . /'7 . ’,"H

Fir polydisperse Proben kann ¢ (7) nicht mehr durch ein einziges exponentielles
Abklingen beschrieben werden, wie es in Gleichung [2.27] dargestellt ist. Folglich ist es
notwendig, die Zeitabhangigkeit als Integral zu formulieren, wie das in Gleichung
der Fall ist. R0

g V(1) = /OO G() - exp(~T - 7)dl (2.31)

Hierbei handelt es sich bei G um die Verteilung der Abklingzeiten.

Es gibt unterschiedliche Ansatze, D zu bestimmen.P! Dabei wird zwischen dem An-
satz der monomodalen Verteilung und der nicht-monomodalen Verteilung unterschie-
den.? Relevant ist hierbei, dass bei einer monomodalen Verteilung die kumulante Me-
thode bei der Auswertung verwendet werden kann. Diese ist bei Polydispersitatsindex
(PDI)-Werten von unter 0,4 sinnvoll. Dabei gibt der [PDI die Polydispersitat einer L6-
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sung an, wobei ein [PDI von unter 0,4 angibt, dass die Lésung fiir diesen Zweck hinrei-
chend monodispers ist. Fiir den Fall, dass der [PDI 0,4 Gbersteigt, sollte aufgrund der
Polydispersitat der contin-Algorithmus verwendet werden, um der nicht-monomodalen
Verteilung Rechnung zu tragen. !

2.6 Zetapotential

Bewegt sich ein Teilchen in einem elektrischen Feld, so bewegen sich auch lonen
an der Oberflache des Teilchens mit ihm mit. Das Potential an der Grenzflache, ab
welcher die lonen nicht mehr an das Teilchen fest gebunden sind und sich nicht mehr
mitbewegen, nennt sich (-Potential. In Abbildung ist es zudem visualisiert. 4531

A linearer Verlauf

Oberflachenpotential —

(-Potential

exponentieller Verlauf

Potential

»
>

Abstand zur Partikeloberflache

Abbildung 2.8. Schematische Darstellung eines Partikels in einer wéssrigen Lésung mit der
Grenzfldche, ab welcher die lonen nicht mehr an das Teilchen fest gebunden sind. Dabei ist
das Potential an jener Grenzfldche das (-Potential.

Es kann nicht direkt bestimmt werden und wird daher indirekt abgeleitet. Hierflr wird
mithilfe der gemessenen Geschwindigkeit U eines geladenen Teilchens in einem ange-
legten elektrischen Feld E die elektrophoretischen Mobilitat .. geman Gleichung
abgeleitet. Das Messprinzip der Geschwindigkeit ¥ beruht auf dem Dopplereffekt.
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<l

In Gleichung [2.33] - der Henry-Gleichung - ist der Zusammenhang zwischen der elek-
trophoretischen Mobilitat 1. und dem (-Potential dargestellt. Dabei handelt es sich bei
e um die stoffabhangige Permittivitatszahl, bei ¢, um die elektrische Feldkonstante, bei
n um die Viskositat und bei f (x - a) um die Henry-Funktion, die von dem Radius des
Teilchens a und der Debye-Konstante x abhangt.

pe = (2.32)

&)

2 & e - C- f(k-a)
pe = 3 - ; (2.33)

Im Grenzfall, dass der Radius der Partikel gro3 ist im Vergleich zur Abschirmlan-
ge ~' und somit a > &' gilt, nimmt die Henry-Funktion den Wert 1,5 an und aus
Gleichung resultiert die in Gleichung dargestellte Helmholtz-Smoluchowski-
Gleichung.

e = ———— (2.34)

Dies ist bei hohen Salzkonzentrationen (102 M) und Partikeln in der GréBenordnung
von 1 um der Fall. Im Grenzfall, dass der Radius der Partikel klein ist im Vergleich
zur Abschirmlange a < «', nimmt die Henry-Funktion den Wert eins an und aus
Gleichung resultiert die in Gleichung dargestellte Hluckel-Gleichung.
b = 2. &6 ¢ (2.35)
3 U
Dies ist fiir niedrige Salzkonzentrationen in der GréBenordnung 10° M und darunter
sowie Partikel kleiner als 100 nm der Fall.B1B3I156]

2.7 Stromungspotential

Bei Strémungspotentialmessungen kann ebenfalls das Zeta-Potenzial gemessen wer-
den, wobei hier die Bestimmung aus dem gemessenen Druckabfall und dem gemesse-
nen Strémungspotential entlang eines einzelnen Kapillarrohrs mit kreisférmigem Quer-
schnitt erfolgt. An der Phasengrenze zur Flussigkeit kommt es zur Ausbildung einer
Doppelschicht mit lonen und Gegenionen.B% S-3%4f Wenn eine Flissigkeit ohne ein
angelegtes elektrisches Feld unter hydrostatischem Druck durch einen Kanal gepresst
wird, werden die Uberschiissigen Gegenionen in der diffusen Schicht der elekiroche-
mischen Doppelschicht von der Flussigkeit mitgerissen und flieBen stromabwaérts, wo-
bei sie einen elektrischen Strom, den sogenannten den Strémungsstrom (engl.: strea-
ming current), bilden. Der Strémungsstrom 75 wird durch Gleichung beschrieben.
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Is = [ 175 da, (2.36)
Ac

In Gleichung entspricht A. dem Querschnitt des Kapillarrohrs, 7 der Geschwin-
digkeit des Fluids und p. der Nettoladungsdichte pro Volumeneinheit. Fir eine Fllssig-
keit, die durch ein zylindrisches Kapillarrohr mit dem Radius R im stationaren Zustand
flieBt, ergibt sich der Betrag der lokalen Geschwindigkeit | 77| der Flissigkeit durch die
Anwendung des Gesetzes von Hagen-Poiseuille, wie es in Gleichung dargestellt
ist.

Ap (R — r?)

Tl = S

(2.37)

In Gleichung [2.37|entspricht » dem Abstand der Flissigkeit von der Mitte der Kapillare,
Ap dem Druckabfall entlang der Kapillare, n der Viskositat der Flissigkeit und L der
Lange der Kapillare. Die Verteilungen der lonen und des elektrischen Potenzials in
der elektrochemischen Doppelschicht kénnen durch Lésung der Poisson-Boltzmann-
Gleichung bestimmt werden. Wird anstelle des allgemeinen Falls berticksichtigt, dass
die Messungen in einem symmetrischen Elektrolyten durchgeflhrt werden, vereinfacht
sich die Uberlegung. Bei symmetrischen Elektrolyten gilt, dass die lonenladungen + ¢
betragen.8l In diesem Fall ist die lokale Nettoladungsdichte pro Volumeneinheit p, an
jedem Punkt der Lésung proportional zum Konzentrationsunterschied zwischen Katio-
nen und Anionen. Sie wird durch die Boltzmann-Gleichung in Gleichung[2.38|beschrie-
ben.

pe:z-e-(n+—n):—2-z~e-ng-sinh(u> (2.38)
kg - T

In Gleichung beschreibt > die Wertigkeit der lonen, e die Elementarladung, kg
die Boltzmannkonstante, T" die absolute Temperatur, ¥ das Potential der elektrochemi-
schen Doppelschicht und » die lonenkonzentration. Der Ausdruck fur die lokale Netto-
ladungsdichte p. von Gleichung kann durch die Gleichung ersetzt werden.
Wenn man sich vergegenwartigt, dass die lokale Nettoladungsdichte nicht nur im Be-
reich der elektrochemischen Doppelschicht, d. h. nicht nur in einem dinnen Bereich
nahe der Kanalwand, gleich Null ist und dass das Potential der elektrochemischen
Doppelschicht an der Kanalwand naherungsweise dem (-Potential entspricht, kann
man zeigen, dass der Strdmungsstrom s durch die zylindrische Kapillare I durch
Gleichung [2.39] gegeben ist, wobei ¢ die Dielektrizitatskonstante darstellt.
e-C-m- R Ap

Is = — (2.39)
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Das Strémungspotential erzeugt einen Leitungsstrom in umgekehrter Richtung. Unter
Berlicksichtigung der zylindrischen Geometrie ist der Leitungsstrom 7, Gleichung
zu entnehmen.

. 2 . .
[P LAF Es (2.40)

In Gleichung [2.40|beschreibt )\ die Leitfahigkeit des Fluids und Es das Strémungspo-
tential. Im stationaren Zustand sollte der elektrische Nettostrom gleich Null sein, d. h.
Is + I, = 0. Unter dieser Bedingung ergibt sich Gleichung[2.41]
n - Ar - Eg

¢ = A (2.41)
Wie aus Gleichung ersichtlich ist, kann durch die Messung des Strdmungspo-
tentials £, und des Druckabfalls Ap sowie bei Kenntnis der Fluideigenschaften das
¢-Potential bestimmt werden. 5% S- 618 ff]
Durch die (-Potentialbestimmung eines Systems in Abhangigkeit von dem pH-Wert
kann auf den pH-Wert geschlossen werden, bei welchem das ¢-Potential null betragt.
Dieser pH-Wert entspricht dem isoelektrischen Punk. ! S- 8]

2.8 Schwingquarzmikrowaage mit Dampfungsmessung

Ein piezoelektrischer Quarzkristallresonator ist ein prazise geschnittenes, diinnes Platt-
chen aus einem Quarzkristall. Dabei muss das Quarzkristallplattchen in einer bestimm-
ten Ausrichtung in Bezug auf die Kristallachsen geschnitten werden. Eine solche
Schwingquarzmikrowaage besteht aus einer diinnen Quarzscheibe mit darauf ange-
brachten Elektroden. Durch das Anlegen eines externen elektrischen Potentials an
das piezoelektrische Material wird eine innere mechanische Spannung erzeugt. Da
der Schwingquarz piezoelektrisch ist, wird durch ein oszillierend angelegtes elektri-
sches Feld eine Verformung und somit eine akustische Welle erzeugt, die sich durch
den Kristall ausbreitet. Eine stehende Welle kann sich dabei ausbilden, wenn die Di-
cke des Kristalls ein Vielfaches der halben Wellenlange der akustischen Welle betragt.
Dies ist bei der Resonanzfrequenz der Fall. Eine Schwingquarzmikrowaage ist damit
eine Schermodusapparatur, bei der sich die akustische Welle in einer Richtung senk-
recht zur Kristalloberflache ausbreitet. Eine Resonanzschwingung wird erhalten, indem
der Kristall in einem Schwingkreis eingebaut wird, wobei die angelegte Schwingung im
Bereich der Grundfrequenz des Kristalls liegt. Die Schwingfrequenz ist dabei von der
Dicke, Dichte und dem Schermodul des Quarzes und den physikalischen Eigenschaf-
ten der angrenzenden Medien - wie der Dichte und Viskositat - abhangig. %

Mithilfe dieses Aufbaus kann die Schwingfrequenz sehr genau bestimmt werden. Bei
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Messungen kann somit zuverlassig festgestellt werden, in welcher Form das Sys-
tem durch beispielsweise die Adsorption von Substanzen beeinflusst wird. Fir den
Fall, dass das auf dem Sensor adsorbierte Material einheitlich und starr ist, kbnnen
die erhaltenen Daten mithilfe des Sauerbrey!®!l-Modells ausgewertet werden.!®2 Die
Sauerbrey-Gleichung ist in Gleichung dargestellt, wobei es sich bei Am um die
Massenzunahme pro Flache des Systems durch die Adsorption der zugegebenen Sub-
stanz, bei n um die Nummer der harmonischen Schwingung der fundamentalen Re-

sonanzfrequenz, bei Af um die Frequenzéanderung und C' um eine Konstante han-
delt. 631164l

(2.42)

Der Wert der Konstanten liegt bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kristal-
len bei knapp 18 ng/(cm? - Hz). 163l

Far den Fall, dass das auf dem Sensor adsorbierte Material nicht einheitlich und starr
ist, muss anstelle des Sauerbrey-Modells auf ein komplexeres Modell zuriickgegriffen
werden. 8l Bildet das adsorbierte Material keine diinne, starre Schicht, ist vor allem
die Anderung des Dissipationsfaktor AD eine wichtige MessgréBe.®4 Der Dissipati-
onsfaktor D ergibt sich dabei aus dem Abklingen der Schwingung, welche proportional
zu exp(—m - f - D -t) ist, wobei es sich bei t um die Zeit handelt und typische Abkling-
zeiten im ps-Bereich liegen. Da neben f somit auch D von Interesse ist, ist die Rede
von Schwingquarzmikrowaage mit Verlustiberwachung (engl.: quartz crystal microba-
lance with dissipation monitoring) (QCMD)-Messungen. In Abbildung[2.9|sind typische
Frequenzen und Dampfungen flir Schwingquarze in Luft und Wasser dargestellt. [
Laut Reviakine et al. kann fiir |AD,/ (=Af,/n)| < 4 - 107 Hz' das Sauerbrey-
Modell verwendet werden.!%%l GemaR Cho et al. sollte auf das viskoelastische Modell
zuriickgegriffen werden, wenn |AD, /Af,| > 1 - 108 Hz™ gilt. 168l

Beim viskoelastischen Ansatz wird die adsorbierte Materie nicht als starr angenommen
und somit sind die Frequenz und die Dampfung Funktionen von vielen physikalischen
GrdéBen des angelagerten Materials: der Dicke, Dichte, Viskositat und des Schermo-
duls. Die Frequenz und Dampfung sind aber auch Funktionen der Dichte und Viskositat
des angrenzenden Mediums. 1l

Die einfachste Md&glichkeit, um den mechanischen Eigenschaften eines viskoelasti-
schen Modells Rechnung zu tragen, ist die Einflhrung einer Scherviskositat und ei-
nes Scherelastizitditsmoduls. Eines der zwei Basismodelle fir dieses Vorgehen ist das
Maxwell-Modell, welches beispielsweise auf Polymerldsungen angewandt wird, die bei
niedrigen Scherraten ein flissigkeitsahnliches Verhalten zeigen. Das andere Basismo-
dell ist das Voigt-Modell, welches auf Polymere angewandt wird, die ihre Form beibe-
halten und nicht flieBen. Im Gegensatz zum Maxwell-Modell wird beim Voigt-Modell
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Luft <i>

i
e \

—>

Javess

/'

1N

I T I
4,94 4,95 4,96 0 0,5 1
Frequenz [MHZz] Zeit [us]

Abbildung 2.9. Skizze einer exemplarischen Schwingung eines Schwingquarzes in Luft mit
sehr geringer Ddmpfung und in Wasser mit deutlich stdrkerer Dadmpfung in Abh&ngigkeit der
Frequenz (links) und der Zeit (rechts). Aufgrund der hohen Ddmpfung im wéssrigen Milieu
klingt die Schwingungsamplitude binnen us-Bruchteilen exponentiell ab. Die Einhdillenden der
Amplitude sind dabei in griin dargestellt.

das viskoelastische Element komplexes Schermodul beschrieben, dessen Realteil fre-
quenzunabhangig ist, wahrend der Imaginarteil linear mit der Frequenz zunimmt. Der
Realteil wird als Speichermodul und der Imaginéarteil als Verlustmodul bezeichnet. In
Abbildung ist das Modell fir eine viskoelastische Lage mit den zugehdrigen cha-
rakteristischen Parametern skizziert.[671168. S. 57 ff]

h A
Lésungsmittel (o,, n,)
h1
Probe (04, t1, 1)
0

sensor (0, o)

Abbildung 2.10. Schematische Darstellung eines Sensors, welcher mit einer Lage beschichtet
ist, die sich durch ein viskoelastisches Modell beschreiben ldsst. Dabei gibt h den Abstand zum
Sensor und h; die Gesamtschichtdicke der Probe an. Des Weiteren gibt p; die Massendichte,
w; das elastische Schermodul und n; die Viskositét der Komponente i an.

Das Modell wird an die fir verschiedene Frequenzen gemessenen Frequenz- und
Dampfungswerte angepasst, um daraus mit p; ~ 1-10° % die Parameter der Probe
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zu bestimmen, die neben der Schichtdicke h; das elastische Schermodul y; und die
Viskositat n; sind.

2.9 Dynamische Differenzkalorimetrie

Es ist die Dynamische Differenzkalorimetrie (engl.: Differential Scanning Calorime-
try) (DSC), mit der beispielsweise die Schmelztemperatur und Schmelzenthalpie be-
stimmt werden kann. Die MessgréBe ist hierbei die spezifische Warmekapazitat in
Abhangigkeit der Temperatur, aus welcher auf die Phasentubergangstemperatur und
Enthalpie geschlossen werden kann. Bei der DSC|handelt es sich um eine Weiterent-
wicklung der Differenz-Thermoanalyse (DTA). Die zu untersuchende Probe wird wie
bei der [DTAl neben einer Referenzsubstanz in einer symmetrischen Messkammer ei-
ner definierten Temperaturrampe unterzogen und abschlieBend wieder abgeklhlt. Im
Gegensatz zur [DTAlist es bei der [DSCl aufgrund der Geometrie beim Kammeraufbau
und dessen Anordnung maéglich, die Warmestréme zwischen dem Ofen und der Pro-
be bzw. zwischen dem Ofen und der Referenz zu kalibrieren, sodass eine quantitative
Bestimmung kalorischer Stoffgré3en erméglicht wird. Somit kann beispielsweise ne-
ben der Phasenlbergangstemperatur auch die spezifische Warmekapazitat bestimmt
werden. 48 S-9011 Mithilfe der kénnen beispielsweise Lipidvesikel charakterisiert
werden, um die Phasenibergangstemperaturen von Lipiden in Lédsungen zu untersu-
chen. (€]
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3 Experimentalteil

Nach dem Darlegen der zugrunde liegenden Theorie im vorangegangenen Kapitel wird
nun in diesem Kapitel geschildert, wie bei den jeweiligen Messungen vorgegangen
wurde, um anschlie3end beginnend mit Kapitel [5| auf die Ergebnisse zu kommen. Es
werden neben den verwendeten Substraten und Stoffen in Unterkapitel [3.1] die Aufbe-
reitung der Substrate fiir die Rotationsbeschichtung in Abschnitt[3.2] sowie der experi-
mentelle Ablauf in Unterkapitel [3.3| dargelegt.

3.1 Verwendete Substrate und Stoffe

Die verwendeten Substrate sind in Tabelle [3.1] gelistet, wobei alle Siliziumsubstrate in
(100)-Orientierung mit einer nativen Siliziumoxidschicht an der Oberflache vorliegen.

Tabelle 3.1. Auflistung der in der Arbeit verwendeten Substrate.

Substrat Quelle Spezifikation
2'-Wafer Siegert Wafer GmbH | Durchmesser: (50,8 + 0,3) mm
Deutschland Dicke: (500 £ 25) um

Spezifischer Widerstand: 1-10 Q-cm
Orientierung: (100) £ 1 °

6 cm-Kristalle | Siliciumbearbeitung | Durchmesser: 60,0 mm

Andrea Holm GmbH | Dicke: 10,0 mm

Deutschland Orientierung: (100) £ 0,5°
Schwingquarz- | Quartz Pro Durchmesser: 14 mm
sensor (Au) Schweden vorderseitige Elektrode

Durchmesser: 12,0 mm
Material: Chrom/Gold
ruckseitige Elektrode
Durchmesser: 5,0 mm
Material: Chrom/Gold
Schwingquarz- | Quartz Pro Durchmesser: 14 mm
sensor (Si) Schweden vorderseitige Elektrode
Durchmesser: 12,0 mm
Material: Chrom/Gold/Siliziumdioxid
rickseitige Elektrode
Durchmesser: 5,0 mm
Material: Chrom/Gold

FiOr die Experimente wurde deionisiertes Wasser verwendet. Die Reinheit des selbi-
gen wurde bei Messungen, die nicht mit [NRl stattfanden, durch die Verwendung ei-
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nes Milli-Q plus Systems der Firma Millipore (Eschborn, Deutschland) weiter erhdht,
sodass ein spezifischer Widerstand von 18,2 MQ - cm erzielt wurde. Bei der Verwen-
dung der Begrifflichkeit Wasser ist dabei im Folgenden von Wasser die Rede, wel-
ches auf diese Weise aufgereinigt wurde. Die weiteren in dieser Arbeit verwendeten
Stoffe sind in Tabelle aufgefuihrt. Die Lipide Cholesterol (Chal), 1,2-Dimyristoyl-
3-phosphatidylcholin sowie 1,2-Dimyristoyl-3-phosphatidylglycerol (Natrium-
salz) (DMPG) und 1,2-Dimyristoyl-3-trimethylammoniumpropanchlorid (DMTAP) wur-
den dabei in nicht-deuterierter Variante und nicht weiter aufgereinigt verwendet. Eine
phosphatgepufferte Salzlésung (engl.: phosphate-buffered saline) wurde ver-
wendet, um bei einem pH-Wert von 7,4 zu arbeiten, wahrend Ethanol, Propan-2-ol und
Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate) (SDS) ausschlieBlich zum Reini-
gen eingesetzt wurden.

Tabelle 3.2. Auflistung der in der Arbeit verwendeten Stoffe.

Stoff Quelle Reinheitsgrad/Spezifikationen
Chloroform Uvasol Supelco > 99 %, fir Messungen
div. Hersteller > 99 %, stabilisiert mit Ethanol,
fir Reinigung und Probemessungen
Choll Avanti Polar Lipids | 98 %, aus Schafwolle
Deuteriumoxid Sigma-Aldrich 99,9 % Atom-% D
Ethanol div. Hersteller > 99,8 %
Berkel 99 %, vergallt mit 1 % Petrolether
Avanti Polar Lipids | > 99 %
DMPG] Avanti Polar Lipids | > 99 %
DMTAP; Avanti Polar Lipids | > 99 %
Propan-2-ol div. Hersteller > 99,8 %
Kalziumchlorid Sigma-Aldrich > 93 %
Magnesiumchlorid | Sigma-Aldrich > 98 %
PBS! Sigma Tablette fir 200 mL Lésung
0,01 M Phosphatpuffer
SDS Carl Roth > 99,5 %

3.2 Aufbereitung der Substrate fir die Rotationsbeschichtung

Die Vorgehensweise bei der Aufbereitung der Substrate flr die Rotationsbeschichtung
entspricht zu groBen Teilen den in den letzten Publikationen des Arbeitskreises be-
schriebenen Verfahren und wird im Folgenden geschildert.!%-172 Die Wafer und Kris-
talle wurden vor der Verwendung dreimal mit Chloroform und dreimal mit Ethanol ab-
gespult, wobei nach jedem Abspilen der Wafer bzw. Kristall unter einem Stickstoff-

28



3. Experimentalteil

strom getrocknet wurde. Anschlief3end wurden diese einem einstiindigen Ethanolbad
unterzogen. Die bisher geschilderten Schritte wurden teilweise auch mit vergélltem
Ethanol durchgeflihrt, wohingegen beim nachsten Schritt stets unvergalltes Ethanol
verwendet wurde. Nach dem Bad wurden die Wafer und Kristalle erneut mit Ethanol
abgespult und abschlieend in einem Stickstoffstrom getrocknet. Die Substrate wur-
den unmittelbar vor der Beschichtung mithilfe eines Rotationsbeschichters zusétzlich
dreimal mit Chloroform beschichtet und - sofern nicht anderweitig angegeben - dabei
mit 4.000 Umdrehungen pro Minute 40 s lang gedreht.

Im nachsten Schritt erfolgte die Rotationsbeschichtung, wobei das Vorgehen detailliert
in Abschnitt[3.3.1]dargelegt ist. Entsprach die Oberflache nach der Rotationsbeschich-
tung nicht den Erwartungen einer homogenen Benetzung und war dies bereits mit dem
Auge ersichtlich, wurde die Oberflache durch die Zugabe von Chloroform und eine
anschlieBende Drehung aufgereinigt. Dieser Schritt wurde ebenfalls dreimal durchge-
fihrt, wobei eine Geschwindigkeit und 4.000 Umdrehungen pro Minute fir 39 s ver-
wendet wurde.

Nach dem Aufreinigen der Substrate, dem Herstellen und Trocknen der Proben so-
wie der anschlieBenden Durchfiihrung von Messungen im wassrige Milieu, mussten
die Substrate wieder aufgereinigt werden. Dabei erfolgte die Wiederaufbereitung der
Oberflachen mithilfe der RCAlReinigung. Die BRCAFReinigung besteht aus zwei Schrit-
ten, bei denen das Substrat unterschiedlichen Lésungen ausgesetzt wird. Beim ersten
Schritt handelt es sich bei der Lésung um eine Mischung aus Ammoniumhydroxid,
Wasserstoffperoxid und Wasser im Verhéltnis von 1:1:5 bis 1:2:7 und beim zweiten
Schritt um eine Lésung bestehend aus Salzsaure, Wasserstoffperoxid und Wasser im
Verhaltnis 1:1:6 bis 1:2:8. Bei der Aufreinigung wurden beide Schritte fir zehn Minu-
ten durchgefihrt, wobei nach jedem Schritt das Substrat sehr grindlich mit Wasser
abgespilt wurde. Namensgebend fir dieses Verfahren ist der Auftraggeber flr die Ent-
wicklung des Reinigungsverfahrens: die amerikanische Funkgesellschaft (engl.: Radio
Corporation of America) (RCA).!7!174

3.3 Verwendete Versuchsaufbauten

In diesem Abschnitt werden die in der Arbeit verwendeten Versuchsaufbauten be-
schrieben. Dabei wird zunachst in Unterkapitel die Probenpraparation vorge-
stellt, in Abschnitt wird auf die Durchflusssysteme eingegangen, in Unterka-
pitel werden die verwendeten NRFVersuchsaufbauten thematisiert und in Ab-
schnitt wird der [XBRFAufbau beschrieben. Die verwendeten [SEFAufbauten sind
in Unterkapitel das Thema, der [AEM-Aufbau wird in Abschnitt dargelegt
und der Versuchsaufbau der [DLS} sowie ¢(-Messungen sind in Unterkapitel auf-
geflihrt. Nach der Beschreibung der Strdmungspotentialmessungen in Abschnitt [3.3.8]
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und [QCMD}Messungen in Unterkapitel wird abschlieBend der DSCHAufbau in
Abschnitt[3.3.10| diskutiert.

3.3.1 Rotationsbeschichtung

Das Aufbringen der Oligolipidbilagen erfolgte mittels Rotationsbeschichtung, wie sie in
Abbildung skizziert ist. Fiir 2'-Wafer wird ein SpinCoater G3P-8 der Firma Specia-
lity Coating Systems (USA) verwendet. Es wurde in Chloroform geléstes Lipid auf das
Substrat gegeben und dieses flr eine Sekunde bei 500 Umdrehungen pro Minute und
danach fiir 40 Sekunden bei 4.000 Umdrehungen pro Minute gedreht. Wurde eine sich
von 4.000 Umdrehungen pro Minute unterscheidende Drehzahl verwendet, wird dies
vermerkt. Unmittelbar nach der Beschichtung wurden die Proben fir 24 Stunden in
einem Vakuumschrank getrocknet, um das Chloroform aus den Filmen zu entfernen.
Die 2'-Wafer wurden nach der Trocknung in der Regel fiir die jeweilige Anwendung in
passende Bruchstlcke zerteilt.

Fur die bei den [NB-Messungen verwendeten 6 cm groBen und 1 cm dicken Kristal-
le, erfolgen die Beschichtungen mit einem SpinCoater 6708D der Firma Speciality
Coating Systems (USA). Die Kristalle wurden jedoch analog beschichtet und alle mit
4.000 Umdrehungen pro Minute gedreht. Dabei wurde aus zwei Grinden keine Vor-
stufe von 500 Umdrehungen pro Minute verwendet. Zum einen ist dies dem Umstand
geschuldet, dass die Steuerung keine Vorstufe ermdglicht und zum anderen aufgrund
des hohen Tragheitsmoment des Kristalls, wodurch das Erreichen einer Drehzahl von
4.000 Umdrehungen pro Minute ohnehin eine gewisse Zeit in Anspruch nimmt.

In der Arbeit wird bei der Benennung der Systeme die Stoffmengenzusammensetzung
der Losung angegeben, welche bei der Rotationsbeschichtung verwendet wurde.

==

A K

—

Abbildung 3.1. Bei der Rotationsbeschichtung wurde mithilfe einer Pipette in Chloroform ge-
léstes Lipid auf das Substrat aufgebracht und daraufhin wurde die Drehung des Probentischs
um die eigene Achse gestartet. In Folge dessen wurde das Substrat vollstandig mit der Lésung
benetzt. Ein nicht zu vernachldssigender Teil der Lésung wurde durch die Drehung vom Sub-
strat geschleudert. Bei nicht vollstdndiger Benetzung des Substrats wurde die Beschichtung
wiederholt.
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Nach der Rotationsbeschichtung wurden die Proben mindestens fir 24 Stunden in ei-
nem Vakuumschrank der Firma Binder (Deutschland) des Arbeitskreises Tanaka, wel-
cher im heimischen Institut ansassig ist, bei einem Druck von circa 10° Pa gelagert.
Diese Vakuumtrocknung wird durchgeftihrt, um das Chloroform, welches als Lésungs-
mittel fir das Rotationsbeschichten notwendig ist, anschlielBend wieder zu entfernen.

3.3.2 Durchflusssysteme

In Abbildung3.2ist eine schematische Skizze der verwendeten Durchflussysteme dar-
gestellt. Das verwendete Gesamtvolumen betrug fir NBF und [SEFMessungen 20 mL,
far XBRBF und Messungen mithilfe einer QCMD| hingegen 10 mL. Die Durchflusssyste-
me sind dabei dergestalt aufgebaut, dass mithilfe eines Pumpsystems die Flissigkeit
eines Reservoirs in die Probenkammer geleitet wird. Diese Methode wird sowohl bei
denNR}, XRR, als auch den[QCMDFMessungen verwendet. Zunachst wurde das
Reservoir - in der Regel mit Wasser - beflllt und anschlieBend erfolgt die Einleitung der
Flussigkeit in die Probenkammer. Zugaben von weiteren Komponenten erfolgen Gber
das Reservoir, sodass mithilfe des Pumpsystems eine Gleichgewichtskonzentration fur
das ganze System erreicht wird.

Zugabe/
Entnahme

1

S

Reservoir Probenkammer

Abbildung 3.2. Schematische Zeichnung des bei denNR-, XBR-,[SE- und[QCMD-Messungen
verwendeten Durchflusssystems.

3.3.3 [NR

Die in der Arbeit beschriebenen [NB-Messungen wurden am Aufbau V6 des und
am Aufbau des [Ls durchgefiihrt. Dabei wurden bei [V6] monochromatische
Neutronen der Wellenlange A\ = 4,66 nm verwendet.*3l Hingegen handelt es sich bei
um ein [TOF}Reflektometer, welches sich aufgrund der variablen Wellenlan-
genaufldsung auch fiir zeitaufgeldste Messungen anbietet.*!l Die Proben wurden an
allen Instrumenten mithilfe eines Wasserflusses und eines Kryostaten temperiert.
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Nach der in Kapitel [2.1.9] bzw. [A] beschriebenen Prozessierung der Rohdaten wur-
den die NB-Daten mithilfe der Software Motofit 0.1.16 refnx ausgewertet.[”® Fiir die
Visualisierung der Daten und Anpassungen wurde OriginPro 2020b der Firma Ori-
ginLab (USA) verwendet. Wurden Datenséatze in RQ*-Darstellung visualisiert und die
Daten mit einer symmetrischen Funktion angepasst, erfolgten diese Schritte ebenfalls
mit dem Programm OriginPro 2020b. Dasselbe gilt fir die im Folgenden skizzierten
XBRBMessergebnisse. Die [NRFKinetikmessungen wurden mit Igor Pro 6.37 der Firma
WaveMetrics (USA) visualisiert.

Alle erhaltenen Grafiken wurden als eps-Dateien exportiert. Die Uberfiihrung in eine
pdf, wie sie dann schlie3lich in die Arbeit eingebunden wurde, erfolgte mit dem Pro-
gramm CorelDraw X5 der Firma Corel Corporation (Kanada). CorelDraw X5 wurde in
der Arbeit ebenfalls fir die Erstellung aller Skizzen verwendet. Hingegen wurden alle
Molekule mit der Software ChemDraw Professional 21.0.0.28 der Firma PerkinElmer
(USA) erstellt.

3.3.4 [XRR

Die XBRFMessungen wurden mit einem D8 Diffraktometer der Firma Bruker (Deutsch-
land) durchgefiihrt. Dabei wurde die charakteristische Réntgenstrahlung K, von Mo-
lybdan mit einer Wellenlange von A = 0,711 nm verwendet.["® Die verwendete Pro-
benkammer besteht aus Teflon mit Kaptonfenstern, wobei die Weglange der Réntgen-
strahlung durch die Probenkammer 15 mm betragt. Die Proben werden wahrend der
Messungen mithilfe eines Peltierelements temperiert. Au3erhalb der Messvorrichtung
wurden die restlichen Proben durch eine mittels eines Kryostaten temperierten Kupfer-
platte auf der gewlinschten Temperatur gehalten. Nach der in Kapitel[2.2.4|dargelegten
Prozessierung der Rohdaten erfolgte eine zu den [NRFDaten analoge Auswertung mit
derselben Software. ™!

3.3.5

Fur die gleichzeitigen NRBF, Infrarot (IR)- und [SEFKinetikmessungen wurde der
Aufbau der schwedischen Kooperationspartner Thomas Ederth und Béla Nagy ver-
wendet. Dabei handelt es sich um ein Ellipsometer der Firma J. A. Woollam des Typs
iSE mit einem Spektralbereich von 400 nm bis 1.000 nm. ! Die Auswertung der Daten
erfolgte mittels der Software CompleteEase 6.49a.

Fdr die hausinternen Ellipsometriemessungen wurde ein M44 der Firma J.A. Woollam
Co. Inc. (USA) bei einem Winkel von 75,0 ° verwendet. Die Steuerung und die Da-
tenanalyse erfolgt mit der Software WVASe32. Zur Bestimmung der Schichtdicke des
Oligolipidbilagensystems wird angenommen, dass sich der Siliziumwafer Uber die von
Jellison et al. bestimmten optischen Konstanten fiir Silizium beschreiben lasst.l”®l Das
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sich auf dem Siliziumwafer befindende Oligolipidbilagensystem wird durch ein Cauchy-
Modell geman Gleichung modelliert, um die Schichtdicke der Oligolipidbilagen-
systeme zu ermitteln.

Bei den Messungen wurde «; in engen Grenzen um den eingestellten Einfallswinkel
angepasst, was zu Variationen des Winkels von bis zu 0,3 ° gegenlber des Einfall-
winkels von 75,0 ° fluhrte. Diese Vorgehensweise deckt sich nicht nur mit der Daten-
verarbeitung des verwendeten [SEFAufbaus bei den gleichzeitigen [NBF, [BF und
Kinetikmessungen, es liefert darliber hinaus eine bedeutend bessere Anpassung der
Messdaten, als wenn stattdessen ein durch eine Referenzmessung bestimmter fester
Winkel angenommen wird.

Die Temperaturstabilitat wird durch einen permanenten Wasserfluss durch den Pro-
bentisch gewahrleistet. Die erhaltenen Grafiken wurden mit OriginPro 2020b erzeugt.
Die im Anhang in den Abbildungen bis dargestellten [SE-Messungen wurden
durch Vincenz Kohler durchgefihrt, welcher von mir im Rahmen eines Forschungs-
praktikums in unserer Arbeitsgruppe betreut wurde.

3.3.6 [AEM

Die [AEMFMessungen wurden auf Siliziumsubstraten mit einem JPK Nanowizard 3 der
Firma JPK Instruments AG (Deutschland) durchgefihrt. Fir die in der Arbeit gezeigten
Aufnahmen an Luft wurde der intermittierende Modus gewahlt. Dabei wurde ein Canti-
lever des Modells NCHV-A der Firma Bruker (Deutschland) mit einer Federkonstanten
von 42 % verwendet. Die abgebildete Flache betrug dabei in der Regel 40 um x 40 pm
mit einer Aufldsung von 1024 Pixel x 1024 Pixel und einer Linienrate von 0,3 s™'. Die
1D-Hbéhenprofile wurden exportiert und mit OriginPro 2020b visualisiert. Die in der Ar-
beit gezeigten [AEMF-Aufnahmen wurden - falls nicht anderweitig vermerkt - von Elisa-
beth Wolcke aufgenommen, welche von mir im Rahmen eines Forschungspraktikums
in unserer Arbeitsgruppe betreut wurde. Die Einweisung, Erklarungen und Unterstit-
zungen bei den Messungen erfolgten durch Julian Czajor und Dr. Sven Mehlhose der
Arbeitsgruppe Tanaka, die uns an ihrem Aufbau messen liel3.

3.3.7 und (-Potentialmessungen

Die und ¢-Potentialmessungen wurden - sofern nicht anders angegeben - bei
20,0 °C mittels eines Malvern Zetasizer Nano ZS der Firma Malvern Instruments Ltd.
(GroBbritannien) durchgefihrt. Die Messungen erfolgten mittels einer Detektion der
Ruckstreuung bei einem konstanten Streuwinkel von 173 °, wobei ein Helium-Neon-
Laser mit einer Wellenlange von A = 632,8 nm verwendet wurde.’? S 181 Fiir je-
de Bestimmung wurden drei Messungen durchgefihrt, wobei bei jeder Messung 20-
100 Messdurchlaufe absolviert wurden. Fir [AuNPl wurde als Brechungsindex 0,2 und
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fir die Absorption 0,01 verwendet, fir die Lipidvesikel wurde ein Brechungsindex von
1,48 und eine Absorption von 0,00 angenommen und fir die Titanoxidnanopartikel
wurde ein Brechungsindex von 1,56 und eine Absorption von 0,01 verwen-
det.

Flr die (-Potentialmessungen wurde eine DTS1060C-clear disposable zeta cell (dt.:
klare Einweg-(-Zelle) verwendet. Wurde fir dasselbe System sowohl eine GréBenbe-
stimmung mittels[DLSFMessungen als auch durch ¢-Potentialmessungen durchgefiihrt,
so wurde entsprechend fir beide Messungen dieselbe Zelle verwendet. Standen aus-
schlieBlich GréBenmessungen an, wurden diese in einer DTS0012 - disposable sizing
cuvette (dt.: Einwegkivette zur GréBenbestimmung) durchgefiihrt.

Die im Anhang in Tabelle [F.1] dargestellten ¢-Potentialmessungen wurden von Lucca
Neupert durchgefihrt, welcher von mir im Rahmen eines Forschungspraktikums in un-
serer Arbeitsgruppe betreut wurde.

3.3.8 Stromungspotential

Die Strémungspotentialmessungen und somit die Datenerhebung der von mir erstellten
Proben wurden von Vanessa Fronk von der Firma Anton-Paar (Deutschland) mit dem
Instrument SurPASS 3 durchgefihrt. Die Datenanpassung erfolgte anschlieBend mit
OriginPro 2020b.

3.3.9

Die fir die[QCMDFMessungen verwendeten Goldsensoren wurden vor jeder Messung
far fanf Minuten einem Ozonbad unterzogen. AnschlieBend wurde die Oberflache kraf-
tig mit Wasser abgespllt, unter Stickstoffstrom getrocknet und fiir weitere finf Minu-
ten einem Ozonbad ausgesetzt. Nach den Messungen wurden die Sensoren und der
[QCMD}Aufbau mit[SDS| gereinigt. Daraufhin wurde das System kraftig mit Wasser ge-
spult. Die Siliziumsensoren wurden hingegen ausschlie3lich mit und Wasser ge-
reinigt.

Die Messungen, bei denen keine Nanopartikel (NP) zum Einsatz kamen, wurden mit
dem Gerat Q-Sense Omega Auto von Biolin Scientific AB (Schweden) durchgefiihrt.
Bei Messungen mit [NP| wurde hingegen der Aufbau Q-Sense OW C301 LOT von der
Firma LOT (Deutschland) verwendet. Zur Datenanalyse wurde in beiden Féllen das er-
weiterte viskoelastische Modell der Software QTools verwendet. Zur Konvertierung der
Daten des Gerats Q-Sense Omega Auto wurde die Software QSense Dfind verwendet.
Die allgemeine Erweiterung des Modells auf alle QCMDIMessungen erfolgte im Rah-
men des Forschungspraktikums mit Oktay Apari.
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3.3.10 DSC

Die DSCMessungen wurden mit einem MicroCal VP-DSC der Malvern Instruments
GmbH (Deutschland) durchgefihrt. Die verwendeten Vesikel wurden dabei mithilfe ei-
nes Titanmikrospitzen sonicator S3000 der Misonix Inc. (USA) firr eine Stunde einem
Ultraschallbad ausgesetzt.!’®l Um die Vesikellésung von méglichen Titanpartikeln zu
trennen, die sich von der Spitze geldst hatten, wurde die Lésung flir vier Minuten
bei 13.400 g geschleudert. Die hierflr verwendete Zentrifuge wurde von Eppendorf
(Deutschland) hergestellt. Die bei den[DSClFMessungen gewahlte Stoffmengenkonzen-
tration der Vesikelldsungen betrug 1,48 mM.
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4 Modellsysteme

In diesem Kapitel werden zuné&chst einfache Zellmembranen in Unterkapitel [4.1], euka-
ryotische Zellmembranmodelle in Abschnitt und prokaryotische Zellmembranmo-
delle in Unterkapitel vorgestellt. AnschlieBBend werden die verwendeten Nanopar-
tikel in Abschnitt [4.4] thematisiert und das Kapitel [4] wird mit den Modellsystemen in
Unterkapitel abgeschlossen.

4.1 Einfache Zellmembranen

Zur Beschreibung von Lipiden wird der hydrophobe Teil im Folgenden Kettengruppe
und der hydrophile Teil Kopfgruppe genannt. Lipide mit einer Phosphatidylcholin (PC)-
Kopfgruppe machen einen gro3en Anteil in eukaryotischen Zellmembranen aus. In der
Plasmamembran von roten Blutzellen sind sie mit 17 % &hnlich stark vertreten wie Li-
pide mit einer Phosphatidylethanolamin (PE)-Kopfgruppe mit 18 %. ¥l

Um die [PC} und die [PEFKopfgruppe miteinander vergleichen zu kdénnen, sind das
[DMPC}HMolekiil in Abbildung und in Abbildung 4.2, mit derselben Kettengruppe und
lediglich unterschiedlicher Kopfgruppe, das 1,2-Dimyristoyl-3-phosphatidylethanolamin
(DMPE)-Molekul dargestellt. 1!
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Abbildung 4.1. Strukturformel des zwitterionischen[DMPO-Molekiils mit[PC-Kopfgruppe.

Die Kopfgruppen unterscheiden sich lediglich darin, dass am Stickstoffatom anstelle
von drei Methylgruppen bei DMPCl drei Wasserstoffatome bei DMPEl gebunden sind.
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Abbildung 4.2. Strukturformel des zwitterionischen DMPE-Molek(ils mit[PE-Kopfgruppe.
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Lipide mit einer [PCHKopfgruppe sind der am haufigsten vorkommende Bestandteil in
der Plasmamembran der Leberzelle mit 24 %, in Mitochondrienmembranen mit 39 %
und im Endoplasmatischen Retikulum mit 40 %.% Aus genau diesem Grund werden
die Modellmembranen in dieser Arbeit aus Lipiden mit einer[PClKopfgruppe aufgebaut.
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Das Lipid 1,2-Dipalmitoyl-3-phosphatidylcholin (DPPC)) ist mit einem Anteil von 45 % in
der Gelenkfliissigkeit!® und mit 40 % im Atmungstrakt dort die Hauptlipidkomponen-
te.!®l Die Phaseniibergangstemperatur von liegt bei 41 °C."® Folglich miisste
bei der Wahl von das Modellsystem deutlich Uiber die gangige Temperatur im
Laborbetrieb erhitzt werden, um Messungen nahe an oder oberhalb der Phasentiber-
gangstemperatur durchfiihren zu kénnen. Wird stattdessen auf eine etwas kirzere Ket-
tengruppe und somit auf DMPC] zurlickgegriffen, reduziert sich die Phaseniibergang-
stemperatur. Je nachdem welche Eigenschaft herangezogen wird, um die Phasenlber-
gangstemperatur zu ermitteln, unterscheidet sich auch das Resultat. Bei den meisten
Publikationen liegt die Phaseniibergangstemperatur fir DMPCl in Wasser im Bereich
zwischen 23 und 24 °C. Unter Berlcksichtigung von 47 Veréffentlichungen zur Be-
stimmung der Phasentbergangstemperatur mittels Dynamischer Differenzkalorimetrie
(engl.: Differential Scanning Calorimetry) (DSC) zur Phasenlibergangstemperatur von
[DMPC| von Phase PP’ zu Phase La liegt diese bei (23,6 + 1,4) °C.18 Somit liegt die
Phasentbergangstemperatur von ideal, um bei Bedarf im Laborbetrieb Mes-
sungen unter- oder oberhalb der PhasenlUbergangstemperatur durchzuflhren, wes-
halb in dieser Arbeit als Membranlipid verwendet wird. Der Voribergang von
LB’ zu PP’ liegt laut Literatur im groben Bereich von 14 °C.18l Die Phasenzustande L,

turen werden dabei in dieser Arbeit bestimmit.

PR’ und La von DMPCl welche im Temperaturbereich von 10 °C bis 35 °C von Relevanz
sind, kénnen Abbildung entnommen werden. 8384 Die Phaseniibergangstempera-
L p* P B L o

Abbildung 4.3. Die[DMPO-Phasenzustinde LB’, PR’ und Lo.

Zum Vergleich von DMPCl und [DPPClist in Abbildung [4.4] das [DPPCIMolekil darge-
stellt. !5 Wie aus einem Vergleich der Molekiile hervorgeht, &hneln sich das
und [DPPCIMolekdl in starkem MaBe. So besitzen sie dieselbe Kopfgruppe und die
Kettengruppen sind gesattigt. Lediglich in ihren Kettenlangen unterscheiden sie sich,
wobei die Ketten des DMPCFMolekiils jeweils um zwei CH,-Gruppen kirzer sind. Da-
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durch resultieren etwas geringere Van-der-Waals-Wechselwirkungen der Systeme, so-
dass die Phasenlibergangstemperatur fiir unter der von liegt.

/\/\/\/\/\/\/\)’\ _P-
/\(\0 P O\/\N+
\/\/\/\/\/\/\/\H/ I

O
Abbildung 4.4. Strukturformel des zwitterionischenDPPO-Molektils mit[PC-Kopfgruppe.

O

Die charakteristischen literaturbekannten GréBen fiir DMPCL-Bilagen bei 20,0 °C sind in
Tabelle[4.1dargestellt. Die Langen der Ketten- und Kopfgruppen werden dem Modell IV
der Publikation von Tristram-Nagle et al. entnommen. €8l

Tabelle 4.1. Parameter trockener [DMPC}Oligolipidbilagen bei 20,0 °C. Die firr die NBF und
[XBRFAnpassungen relevanten Parameter sind hier und im Folgenden blau dargestellt. 1191186l

Parameter DMPCI

Lange zweier Kettengruppen d ez 30,3 A

Lange der trockenen Kopfgruppe dxops trocken | 7,25 A

Lénge der solvatisierten Kopfgruppe dp; 12,67 A
Querschnittsflache 46,5 A
Massendichte der Kettengruppen p,. kette 862 %
Massendichte der Kopfgruppen p,,, kops 1256 %
SLDxRR Kette 8,38 - 106 A2
SLDxRR Kopf 11,05 - 10 A2
SLDNR Kette -0,413 - 10° A2
SLDNR Kopf 1,88 - 10 A2

4.2 Eukaryotische Zellmembranmodelle

Ein zusatzlicher wichtiger Bestandteil, um eukaryotische Zellmembranen zu model-
lieren, ist Cholesterol (Chal). Das [Chol-Molekdl ist in Abbildung dargestellt. Der
[CholFGehalt in eukaryotischen Membranen liegt - je nach Art - im Bereich zwischen 0
und 50 %. [5 S. 405 ff.][8] [87] |88]

Zur Beschreibung der Auswirkungen einer [ChollEinlagerung auf die Kettenlange der
Modellsysteme wurden die Publikationen von Greenwood et al.,®9 Kaminski et al., %
Pan et al.®!l und besonders Giri et al.l%! herangezogen.

Durch die Einlagerung von in Membranen bestehend aus Lipiden mit [PC}Kopf-
gruppen wird deren Bilagendicke beeinflusst.®l Es drangt sich dabei die Frage auf, in
welcher Form sich die Bilagendicke und Querschnittsflache durch die Einlagerung von
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Abbildung 4.5. Strukturformel des[Chol-Molekdils.

HO"=

[Chollandern. Besteht die Kohlenwasserstoffkette der Lipidmolekile aus 16 Kohlenstof-
fatomen oder weniger, fiihrt die Einlagerung von|[CholFMolekiilen zu einer Zunahme der
Bilagendicke, wohingegen bei Lipidbilagen mit Lipidmolekilen aus 18 Kohlenstoffato-
men oder mehr die Einlagerung von [Chol-Molekiilen zu einer Abnahme der Bilagendi-
cke fiihrt. 188l

Die maximale Bilagendicke fiir ein DMPCHChol-System wird dabei bei einem
Gehalt von 38 mol-% erreicht. Der maximal in DMPClMultilagen I6sliche Anteil von
betragt 44 mol-%. Bei hoheren [Chal-Konzentrationen kommt es zur Bildung von
phasengetrennten [Chol-Domanen.®4 Eine entscheidende Rolle in Phasendiagram-
men von [DMPCHChol-Gemischen spielen sowohl die Temperatur als auch die Luft-
feuchtigkeit, wobei Details der Literatur zu entnehmen sind.®4©1-B4 Dyrch den zu-
sétzlichen Bestandteil beschreiben die in Tabelle 4.1] dargestellten Werte das neue
System nicht mehr treffend und missen den neuen Gegebenheiten angepasst werden.
Wahrend ohne [Choll die hydrophilen Kopfgruppenmolekiile lediglich die hydrophoben
Kettengruppen gegen das hydrophile L6sungsmittel abschirmen, erhéht sich durch die
Einlagerung von die Komplexitat des Systems. Die Kopfgruppen schirmen nun
nicht nur die hydrophoben Kettengruppen, sondern auch die [Chol-Molekiile gegeniiber
des Lésungsmittels ab. Dies hat zur Folge, dass die Kopfgruppenmolekile etwas brei-
ter werden. Bei gleichbleibendem Gesamtvolumen hat dies zur Folge, dass die Kopf-
gruppen etwas dinner werden.®®l Dabei wird die Flache, die sie abdecken, groBer.
Flr diesen Sachverhalt wird in der Literatur das Regenschirmmodell bemht. 981199 Eg
wird davon ausgegangen, dass die Kettengruppendickenzunahme durch die Einlage-
rung von 30 mol-% [Chol unterhalb der Phaseniibergangstemperatur bei etwa 5 A liegt.
Diese angestellten Uberlegungen sind zunachst in Abbildung zusammenfassend
qualitativ skizziert.

Die Langenzunahme der Kettengruppe liegt laut Kaminski et al. fir bei 23 °C
mit 50 mol-% [Chol bei 5,0 A und die Abnahme der Lange der Kopfgruppe bei 1,9 A pro
Monolage. 0!

Die Langenzunahme der DMPClKettengruppe ist darauf zurlickzuflihren, dass durch
die [CholFEinlagerung die Ketten gerader und somit langer werden.!8l Die Langenzu-
nahme liegt bei 15 °C durch 25 mol-% bei 2,5 A pro Monolage, wahrend die
Kopfgruppenlange durch die Einlagerung von [Chol von 8,5 A auf 6,5 A abnimmt. 92!
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Abbildung 4.6. Skizze des Bilagenaufbaus fiir das System aus (oben) und aus
70 % 30 % (unten) in wéssriger Lésung. Durch die Anwesenheit von ver-
breitert sich die Kopfgruppe, um neben den Kettengruppen auch das[Chol gegen Wasser ab-
zuschirmen. Durch die Verbreiterung und das gleichbleibende Volumen der Kopfgruppe nimmt

die Dicke der Kopfgruppe ab. Durch die Anwesenheit von[Chol nimmt die Kettenkriimmung von
IDMPC ab, sodass die Kettenldnge zunimmt.

Bei 30,0 °C und 98 % relativer Luftfeuchtigkeit fanden Hung et al. fir DMPC| dass sich
bei XBR-Messungen die Beugungsmuster fiir ein DMPCI[Chol System ab einem
Anteil von 23 mol-% bis hin zu einem Anteil von 44 mol-% [Chol sehr stark &hneln. 194
Demzufolge andert sich die Bilagendicke eines Systems aus und mit zu-
nehmendem [Chol-Gehalt nur bis 23 % in einem starken MaBe. Oberhalb der Phasen-
Ubergangstemperatur bestimmten Pan et al. fir die Einlagerung von 30 mol-% IChall
bei eine Dickenzunahme von gut 6 A1 sodass auch oberhalb der Phasen-
Ubergangstemperatur eine Zunahme der Bilagendicke zu beobachten ist, wenn in
das System eingelagert wird. Unter der Annahme, dass die relative Volumenanderung
der DMPClMolekiile durch die Einlagerung von [Chol-Molekiilen oberhalb und unter-
halb der Phasentbergangstemperatur &hnlich sind, kann der Publikation von Tristram-
Nagle et al. das Volumen der Kopf- und Kettengruppen entnommen werden. ¢ Darauf
aufbauend geht das Volumen der [Chol-Molekiile und die prozentuale Anderung des
Volumens der DMPCHMolekile in Abhangigkeit von dem [CholtGehalt aus der Publi-
kation von Greenwood et al. hervor.B Werden die prozentualen Anderungen auf die
Werte unterhalb der Phasenibergangstemperatur Gbertragen, ergeben sich die in den
Tabellen[4.2)bis[4.4]dargestellten Werte. In diesen Tabellen stehen die Prozentangaben
fir Stoffmengenprozent, wie dies auch im Folgenden in der Arbeit der Fall sein wird.
Die der Kopfgruppenbereiche mit Wassereinlagerungen!19%-11%l wyrden sowohl
fur XBR-Messungen als auch fiir NBFMessungen der Literatur entnommen. 191
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Tabelle 4.2. Charakteristische Parameter trockener 90 % [DMPCI 10 % [CholFOligolipidbilagen
bei 20,0 °C.H121186](89]

Parameter 90-% 10-%
Lange des Kettenbereichs dg . 32,0 A

Lange der trockenen Kopfgruppe dxops trocken | 7,02 A

Lange der solvatisierten Kopfgruppe dp; 12,19 A
Querschnittsflache fur neun DMPClMolekdle

und ein [Chol-Molekil 418 A2
Massendichte des Kettenbereichs pg e 884,7 %
Massendichte der Kopfgruppen pr, 1255,9 %
SLDxRR Kette 8,60 - 10° A2
SLDxRRr Kopf 11,05 - 10% A2
SLDNR Kette -0,360 - 10 A2
SLDNR Kopf 1,88 - 10° A2

Tabelle 4.3. Charakteristische Parameter trockener 80 % 20 % [Chal-Oligolipidbilagen
bei 20,0 °C.H121186](89]

Parameter 80 mol-% 20 mol-% [Chal
Lange des Kettenbereichs d . 33,6 A

Lange der trockenen Kopfgruppe drops trocken | 6,70 A

Lange der solvatisierten Kopfgruppe dcpr 11,63 A
Querschnittsflache fiir acht DMPCH

und zwei [Chol-Molekiile 386 A2
Massendichte des Kettenbereichs pgeise 907,8 %
Massendichte der Kopfgruppen pro,y 1255,9 %
SLDxgR Kette 8,80 - 10° A2
SLDxRR Kopf 11,05 - 10% A2
SLDNR Kette -0,305 - 10¢ A2
SLDNR Kopf 1,88 - 10° A2

Die resultierenden trockenen Bilagendicken des [DMPCHChol-Systems in Abhangigkeit
von dem [CholFGehalt sind in Abbildung zusammenfassend quantitativ dargestellt.
Mit zunehmendem [Chol-Gehalt gewinnt die Dickenabnahme der Kopfgruppe im Ver-
gleich zu der Langenzunahme der Kettengruppe immer starker an Gewicht, sodass die
Kurve in Abbildung [4.7|flr steigende [Chol-Anteile abflacht, wie es geman den Ergeb-
nissen von Hung et al. zu erwarten ist.P4 Ein Vergleich der Tabellen und bzw.
ein Blick auf Abbildung zeigt eine Zunahme der Bilagendicken von knapp 3 A durch
die Einlagerung von 30 % [Choll Die Massendichte der Bilage nimmt ebenfalls durch
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Tabelle 4.4. Charakteristische Parameter trockener 70 % 30 % [Chal-Oligolipidbilagen
bei 20,0 °C. 191 (681 [E9]

Parameter 70 mol-% 30 mol-% [Chal
Lange des Kettenbereichs d . 353 A

Lange der trockenen Kopfgruppe drops trocken | 6,23 A

Lange der solvatisierten Kopfgruppe dgps 10,81 A

Querschnittsflache fiir sieben

und drei [Chol-Molekiile 373 A2
Massendichte des Kettenbereichs pgeise 923,9 %
Massendichte der Kopfgruppen pro,y 1255,9 %
SLDxRR Kette 8,91 -10° A2
SLDXRR Kops 11,05 - 10 A2
SLDNR rKette -0,245 - 10 A2
SLDNR Kops 1,88 - 10° A2
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Abbildung 4.7. Die aus den Uberlegungen in Kapitel[4.2 resultierenden trockenen Bilagendii-
cken des[DMPOIChol-Systems in Abhdngigkeit von dem[Chol-Gehalt. 1911611891192 194]

die Einlagerung von[Chal zu. Neben dem durch[Chal bedingten Kondensationseffekt 4
ist auch die hohere Massendichte des [Chol-Molekiils im Vergleich zur Kettengruppe
hierflr ausschlaggebend. Bei spateren Betrachtungen des Systems in Lésung ist da-
von auszugehen, dass die Kopfgruppen solvatisiert sind, sodass dem Kopfgruppenbe-
reich einige Wassermolekiile zugerechnet werden. In der Regel wird der von Tristram-
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Nagle et al. erhaltene Wert an Wassermolekilen pro Kopfgruppe verwendet, der fur
das Modell IV von Tristram-Nagle et al. bei 8,4 liegt. €

Da sich die Konformation von DMPCHCholFSystemen niedrigen [Cholt Gehalts zu Kon-
formationen hohen[Chal-Anteils gemanR Greenwood et al. bei 30 °C bei 24 % &andert, 1€
ist die Konformation hohen [CholtGehalts von besonderem Interesse, um den Einfluss
von auf die Eigenschaften des Systems zu verdeutlichen. Da in dieser Arbeit
die [Chol-Anteile lediglich in 10 %-Schritten variiert werden, liegt der niedrigste
Gehalt, bei den die Konformation hohen [CholtAnteils vorliegt, bei 30 %. Aus diesem
Grund wird stellvertretend flir Systeme mit einem hohen [Chol-Anteil ein 70 % [DMPCI
30 % Oligolipidbilagensystem gewahlt.

4.3 Prokaryotische Zellmembranmodelle

Wéhrend in Modellmembransysteme eingebaut werden kann, um eukaryotische
Zellmembranen zu simulieren, waren das Pendant dazu fiir Bakterien Hopanoide. 1%/
Das Hopanmolekul, welches der Klasse der Hopanoide ihnren Namen verleiht, ist in Ab-
bildung [4.8|dargestellt. Hopanderivate sind Bestandteile von Bakterienmembranen. 08!

Abbildung 4.8. Strukturformel des Hopanmolekdils.

In dieser Arbeit wird jedoch nicht auf Hopanoide zurlickgegriffen, um bakterielle Mem-
branen zu modellieren, sondern es werden stattdessen geladene Lipide, in Form von
[DMPG in die DMPC}Systeme eingebaut. Der Grund hierfiir ist, dass neben der Model-
lierung der Zellmembranmodelle von unterschiedlichen Lebensformen zusatzlich der
Einfluss geladener Lipide auf die Eigenschaften von Zellmembranen untersucht wer-
den kann. Geladene Lipide sind in Membranen von Bakterien allgegenwartig und reich-
lich vorhanden und eignen sich daher optimal fir die Zellmembranmodellierung von
Bakterien.'%l Der Anteil an Lipiden mit einer Phosphatidylglycerol (PG)-Kopfgruppe
wie bei liegt bei den von Epand et al. aufgelisteten Bakterien zwischen 3 % und
58 %.119 Das Verhaltnis anionischer zu zwitterionischen Lipide in Bakterien ist dabei
nicht nur vom Organismus, sondern auch von dem Salzgehalt des Nahrmediums ab-
hangig.™ ! Geladene Lipide sind jedoch keineswegs ein Alleinstellungsmerkmal von
Prokaryoten, sondern kommen auch in Eukaryoten vor. 1112

Das [DMPGFMolekill ist in Abbildung [4.9|dargestelit. ™3 Es wird verwendet, um die An-
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derung der Membraneigenschaften durch die Einbettung negativ geladener Lipide zu

untersuchen.
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Abbildung 4.9. Strukturformel des negativ geladenen[DMPG-Molektils mit einem Natriumkati-
on als Gegenion.

Hingegen wird DMTAP] verwendet, um die Auswirkungen durch die Einlagerung positiv
geladener Lipide in die Modellmembran zu untersuchen. Das [DMTAPFMolekill ist in
Abbildung dargestellt."13! Die Bedeutung von [DMTAP] liegt dabei nicht darin be-
grindet, dass es ein bedeutender Bestandteil in Zellmembranen ware, sondern dass
es als Gentransportmittel - in vivo und in vitro - eingesetzt werden kann, da kationi-
sche Lipidmembranen kompakte Komplexe mit der Desoxyribonukleinsaure bilden. 4l
Durch das Einbauen von DMTAPI in Membranen und den Vergleich zu Membranen,
die beinhalten, kbnnen Rickschlisse auf die Bedeutung von Ladung und La-
dungsvorzeichen in Membranen gezogen werden.
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Abbildung 4.10. Strukturformel des einfach positiv geladenen [DMIAP-Molekiils mit einem
Chloridanion als Gegenion.

4.4 Nanopartikel

Nanopartikel (NP), welche beispielsweise mit dem menschlichen Koérper in Berlihrung
kommen, unterscheiden sich grundlegend in ihrer Beschaffenheit und GréBe. Wie auch
schon bei der Membranzusammensetzung werden in dieser Arbeit zunachst NPl ver-
wendet, die modglichst gleich gro3 und funktionalisiert sind, um dann im Folgenden zu
einer gro3eren Bandbreite Uberzugehen.

Zunachst wird von [AuNPI ausgegangen. [AuNPI werden beispielsweise bei der Wirk-
stoffgabe in Zellen eingesetzt, wobei liberwiegend hydrophile [AuNP] zum Einsatz kom-
men.B! Bei der Synthese der verwendeten [AuNP] resultieren im ersten Schritt hydro-
phobe [AuNPL 1! Die GréBe der[AuNPlkann gemaf der Publikation von Hostetler et al.
variiert werden. ™8 Ein hydrophober AuNPlist exemplarisch in Abbildung [4.11]skizziert.
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Abbildung 4.11. Skizze eines hydrophoben[AuNP.

Da die Lipid{NP}Interaktion allerdings in Wasser oder wéssrigen Lésungen untersucht
wird, ist es von Vorteil, anstelle von hydrophoben [AuNPI hydrophile [AuNPl zu verwen-
den. Dementsprechend wird eine Umfunktionalisierung in Form eines Ligandenaus-
tauschs vorgenommen. Die Synthese der kationisch funktionalisierten Liganden, wel-
che die bessere Wasserldslichkeit bedingen, ist der Publikation von Tien et al. zu ent-
nehmen.7 Durch einen Ligandenaustausch von knapp 70 % resultiert der in Abbil-
dung dargestellte kationische [AuNP. M3 GréBere [AuNP entstehen, wenn die NP
Uber mehrere Monate in wassriger Lésung gelagert werden.

Bei den in der Arbeit verwendeten [TiO,-NP| handelt es sich um hydrophile [NP], sodass
ebenfalls die Interaktion mit Oligolipidbilagen im wéssrigen Milieu untersucht werden
kann.t8 Aufgrund der angesprochenen Prasenz von beispielsweise in Le-
bensmitteln und Zahnpasta, ist ihre Interaktion mit Oligolipidbilagensystemen von be-
sonderem Interesse. @

Zur Untersuchung dieser ist es unabdingbar, dass die frei schwimmenden Bilagen auch
in Kontakt mit den [NP| kommen. Um eine breite Exposition zu gewéhrleisten, miissen
die Filme zunachst Uber Fehlstellen verfigen, Uber die ein Eindringen in die tieferen
Schichten mdglich ist. Des weiteren missen die Abstande der frei schwimmenden Bi-
lagen untereinander hinreichend grof3 sein, sodass die [NPlin den Bereich dazwischen
vordringen kdnnen.
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Abbildung 4.12. Skizze eines kationisch umfunktionalisierten[AuNP.

4.5 Das Modellsystem

Die im Labor kreierten Oligolipidsysteme befinden sich auf einem Tragermaterial, so-
dass sie mittels Reflektivitdtsmessungen charakterisiert werden kénnen. Bei dem Tra-
ger handelt es sich in der Regel um Silizium, wobei auf der Oberflache eine Siliziu-
moxidschicht vorliegt. Aufgrund des Einflusses des Tragers auf die direkt aufliegende
Bilage stellt diese kein gutes Modell fir eine menschliche Zellmembran dar.

Ziel ist es daher, frei schwimmende Lipidbilagen zu charakterisieren.''®) Um diese
zu erhalten, werden Oligolipidbilagen verwendet.”?! Der Vorteil von Oligolipidbilagen
gegenuber einer einzelnen Bilage ist, dass bei Reflektivitatsmessungen eine hdhere
Reflektivitat erzielt wird und vor allem, dass nicht nur eine substratgebundene Bilage
vorliegt, sondern die weiteren Bilagen frei beweglich mit Wasserkontakt ober- und un-
terhalb der jeweiligen Bilage vorliegen und diese deutlich weiter vom Siliziumsubstrat
entfernt sind. Stattdessen befinden sie sich in der Nédhe weiterer Bilagen, sodass die
Umgebung deutlich nativer gestaltet wird, als das fir eine an einem Siliziumsubstrat
adsorbierte Bilage der Fall ist.

Nach der Herstellung des Oligolipidbilagensystem liegt dies zunachst an Luft vor und
kann dementsprechend bereits charakterisiert werden. Das hierfir zugrundeliegende
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Modell wird in Unterkapitel 4.5.1] dargelegt. Das nach der Wasserzugabe erhaltene
Modellsystem wird in Abschnitt[4.5.2) visualisiert.

4.5.1 Modellsystem an Luft

Das Modellsystem flr Oligolipidbilagensysteme an Luft ist in Abbildung darge-
stellt. In das Modellsystem muss zunachst das Siliziumsubstrat mit einer nativen Sili-
ziumoxidschicht an dessen Oberflache eingebunden werden. Dabei nimmt die Oxida-
tionszahl der Siliziumatome immer weiter zu je naher sie sich an der Oberflache be-
finden. Es ist daher im Kontext mit der nativen Siliziumoxidschicht nicht pauschal von
Siliziumdioxid die Rede, sondern von Siliziumoxid mit dem stdchiometrischen Verhalt-
nis der Atome von SiO, mit 0 < 2z < 2. Fir die Dicke der nativen Siliziumoxidschicht
wird eine Schichtdicke von 15 A und eine Rauigkeit von 3 A angenommen.

Auf der Oberflache des Substrats befindet sich die substratgebundene Bilage. Diese
wird in eine Kopfgruppe, zwei Kettengruppen und eine weitere Kopfgruppe unterglie-
dert, wobei der Bereich, in dem die aufeinanderfolgender Kettengruppen vorliegen, als
ein Kettengruppenbereich zusammengelegt wird. Der Parameter dg.... gibt daher die
Lange des Kettengruppenbereichs an, welcher als die Lange zweier aufeinanderfol-
genden Kettengruppen betrachtet werden kann. Die an die Kopfgruppe assoziierten
Wassermolekile werden als Teil der solvatisierten Kopfgruppen angesehen. Es han-
delt sich bei dk,,; somit um die Dicke der solvatisierten Kopfgruppe.

Ellipsometrie
Rontgen

Luft

Abbildung 4.13. Verwendetes Modellsystem bei den Anpassungen der[SE- und [XBR-Daten
an Luft. Neben der Siliziumoxidschicht des Trdgers besteht das Modellsystem aus sich wie-
derholenden Bilageneinheiten und einer abschlieBenden Monolage, d.h. einer halben Bilage.
Dabei ist die Anordnung der Membranlipidmolekdile dergestalt vereinfachend dargestellt, dass
die Kettengruppe eines Lipidmolekdls nahtlos an die des folgenden Molekiils angrenzt. Dieses
exakt paarweise Auftreten zweier angrenzender Lipide innerhalb einer Bilage entspricht nicht
der Realitat und ist lediglich eine Andeutung fir die grobe Anordnung.
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Ein grundlegender Unterschied zu Oligolipidlagen an Luft im Vergleich zu wassriger
Umgebung besteht darin, dass im wassrigen Milieu das System mit einer Kopfgruppe
und an Luft mit einer Kettengruppe schlief3t. Diese Annahme verbessert die Gite der
Anpassung in den jeweiligen Milieus drastisch. Da die Rotationsbeschichtung mit dem
hydrophoben Lésungsmittel Chloroform durchgefihrt wird und es sich bei dem Trager
um hydrophiles Siliziumoxid auf Silizium handelt, ist die Annahme gerechtfertigt, dass
auf der Kontaktflache zum Siliziumoxid Kopfgruppen vorliegen, wohingegen auf der
zum Chloroform orientierten Seite Kettengruppen vorhanden sind.

Die in der Arbeit verwendeten Messmethoden zur Charakterisierung der Oligolipidbila-
gensysteme an Luft beschréanken sich auf[SEl und [XBR.

Die zu dem in Abbildung [4.13| beschriebenen Modell zugehérigen Parameter sind in
Tabelle [4.5|dargestellt.

Tabelle 4.5. Modell fur die Anpassung der [XRRI-Daten fur Oligolipidbilagen an Luft.

Komponente i Schichtdicke d; 0SI i

Silizium 00 19,88 - 106 A2[f9

Siliziumdioxid dgitiviumdiosid 18,68 - 106 A-2[19
Kopfgruppe diopf PSL Kopf
Kettenbereich p - N | dgeye PSL Kette
Kopfgruppe dKopf PSL Kopf

Kopfgruppe dicops PSL Kopf

Kettengruppe e PSL Kette

Luft 00 0

Die Grundannahmen fiir die Anpassungen an Luft sind in den Tabellen[4.1]- [4.4]darge-
stellt. Da das System mit einer halben Bilage endet und dg... die Dicke zweier aufein-
anderfolgenden Kettengruppen angibt, betragt die Kettenlange fir die abschlieBende
Kettengruppe in Tabelle [4.5| xctte.

Aufgrund der auftretenden Luftfeuchtigkeit in der Messzelle kénnen sich Wassermole-
kile im hydrophilen Kopfgruppenbereich anlagern. Dabei werden die an der Kopfgrup-
pe angelagerten Wassermolekile der Kopfgruppe zugerechnet. Hierbei wird erwartet,
dass die Anzahl an eingelagerten Wassermolekilen im Kopfgruppenbereich geringer
ist, als dass der Fall ist, wenn die Kopfgruppen in Lésung vollstandig solvatisiert sind.
Bei einer vollstdndigen Solvatisierung wird fir die Kopfgruppendicke dy,,; 12,7 A er-
wartet. Als Kettenlange werden 30,3 A angenommen, B8 sodass einzig die GroBe der
Kopfgruppe als Parameter zur Anpassung der lamellaren Schichtdicke fungiert. Dabei
werden im Folgenden lamellare Schichtdicke und Wiederholeinheitendicke synonym
verwendet. Sie geben an Luft die Gesamtdicke einer Bilage mit solvatisierten Kopf-
gruppen an.
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Die angepasste Streulangendichte der Kette ps;, ket Wird verwendet, um den Lochan-
teil zu bestimmen. Fir die Komponenten des Oligolipidbilagensystems wird eine ein-
heitliche Rauigkeit > angenommen, die anhand der Messdaten angepasst wird. Die
Auflésung Al‘T?“ wird zudem auch angepasst, da davon ausgegangen wird, dass die
Auflésung nicht durch das Instrument, sondern durch die Struktur des Oligolipidbila-
gensystems limitiert wird. Als Grund hierfur sei die Welligkeit des Films genannt. lllus-
triert wird diese Annahme in Abbildung

A
Immersions-
medium

Probe

Substrat

Abbildung 4.14. Skizze zur Verringerung der Auflésung durch die Welligkeit der Filme. A Die
planparallele Orientierung des Filmes gewéhrleistet, dass die Probe mit der instrumentenbe-
dingten Auflésung charakterisiert werden kann. B Durch die Welligkeit des Filmes resultieren
unterschiedliche Winkel fir an unterschiedlichen Stellen ein- bzw. austretende Strahlen. Die
Strahldivergenz nimmt somit zu. Dem kann dadurch Rechnung getragen werden, dass eine
geringere Auflésung angenommen wird, als dies instrumentenbedingt der Fall ist.

Die Anzahl an angelagerten Wassermolekilen pro Kopfgruppe wird flir alle Kopfgrup-
pen, unabhangig von ihrer Nahe zum Substrat, als gleich angenommen. Grund hierfir
ist in erster Linie die Anzahl an verwendeten Parameter zu begrenzen. Die dadurch
resultierende enorme Reduzierung an benétigten Parametern flihrte gleichzeitig nur
zu einer verschwindend geringen Absenkung der Anpassungsgute.

4.5.2 Modellsystem im wassrigen Milieu

Damit die Umgebungsbedingungen fur die Zellmembranmodelle noch natirlicher ge-
staltet werden, werden die Oligolipidbilagen in der Regel in Feuchtekammern mit einer
hohen Luftfeuchtigkeit hydriert.l'] AnschlieBend kdnnten die Proben zwar charakteri-
siert werden, aber weder entspricht eine hohe Luftfeuchtigkeit den realen Gegebenhei-
ten in einer Zelle noch kann auf diese Weise die Interaktion der Bilagen mit lonen und
NP untersucht werden. Somit wird anstelle einer Feuchtekammer auf ein Durchfluss-
system zurlickgegriffen, sodass nach der Hydrierung der Lipide anschlieBend auch
lonen und [NP| zugegeben werden kénnen. Um das Modellsystem bei den Messungen
in wassrigen Losungen zunachst so einfach wie moglich zu halten und gleichzeitig die
Vergleichbarkeit zu den Resultaten der Literatur in den Feuchtekammern zu gewahr-
leisten, wird als Umgebung reines Wasser gewéhlt. Das verwendete Modellsystem in
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wassrigem Milieu ist in Abbildung [4.75|dargestellt.
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Abbildung 4.15. Verwendetes Modellsystem fiir die substratgebundenen Oligolipidbilagen mit
den verfligbaren Messmethoden im wéssrigen Milieu. Im Unterschied zu dem Modellsystem
an Luft schlie3t das System mit einer vollstdndigen Bilage ab. Die Wasserzwischenschichten in
der Wiederholeit sind dabei gleich gro3, wohingegen die Wasserzwischenschicht angrenzend
an die substratgebundene Bilage am kleinsten und die Wasserzwischenschicht zwischen &u-
Berster und zweiduBerster Bilage am gréBten ist.

Analog zum Modellsystem an Luft im vorangegangenen Kapitel beinhaltet das
Modellsystem das Siliziumsubstrat mit einer nativen Siliziumoxidschicht an dessen
Oberflache, fiir welche eine Schichtdicke von 15 A und eine Rauigkeit von 3 A an-
genommen wird. Die Wiederholeinheitendicke hingegen unterscheidet sich. Entsprach
diese im Modellsystem an Luft einer Bilage mit solvatisierten Kopfgruppen, so erhdht
sich die Wiederholeinheitendicke dy, im wassrigen Milieu um die Dicke einer wassri-
gen Zwischenschicht. Zwischen der substratgebundenen und der darauffolgenden Bi-
lage ist die innerste Wasserzwischenschicht mit der Dicke dyy, lokalisiert. Diese Dicke
ist etwas geringer als die Wasserzwischenschichtdicke der Wiederholeinheit dy,, wel-
che wiederum etwas schmaler ist als die auBBerste Wasserzwischenschicht. Die dabei
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vorgenommene Differenzierung zwischen einer innersten und auf3ersten Wasserzwi-
schenschicht sowie einer Wiederholeinheit gewahrleistet eine gute Ubereinstimmung
mit den Messdaten bei einer gleichzeitig Uberschaubaren Menge an Parametern. Fir
gute Anpassungen ist auch die Berlcksichtigung von Fehlstellen notwendig, da bei-
spielsweise Ldcher in den Strukturen vorliegen. Dem wird dadurch Rechnung getra-
gen, dass ein Lésungsmittelanteil in den Bilagen angenommen wird, welcher im Kopf-
und Kettengruppenbereich identisch grof3 ist. Daher wird der Solvatisierungsgrad der
Kopfgruppe in der Regel nicht angepasst, sondern der Wert fiir eine vollstandige Hy-
dratisierung der Literatur entnommen, sodass durch den Lésungsmittelanteil nur der
Lochanteil bertcksichtigt wird.

In Abbildung 4.15] sind zudem die méglichen Messmethoden dargelegt. Wahrend mit-
hilfe von [SEFMessungen die Gesamtschichtdicke sehr schnell bestimmt werden kann,
eignen sich NBF und [XBBF-Messungen auf der anderen Seite fiir eine genauere Cha-
rakterisierung des Systems. [BFMessungen bieten sich hingegen vor allem an, um den
Phasenzustand eines Systems zu bestimmen. Zudem kdnnen bei komplexeren Mem-
branen Aussagen iber die Konformation vorhandener Proteine - und deren Anderun-
gen - getroffen werden. !

Die zum Modellsystem in Abbildung [4.15| zugehdrigen Parameter sind in Tabelle [4.6]
dargestellt.

Dabei wird das Modellsystem durch die Anzahl der Bilagen N, die Dicken der Was-
serschichten 1-3 dy1_3, die Dicken der Kopfgruppen dg,,s, die Dicken des Kettenbe-
reichs dx.., die Dicken des Siliziumoxids ds;o, sowie die[SLDIder Komponente i psy, i,
die Rauigkeit zwischen den Schichten ¥, den Wassergehalt in den Bilagen und die
Auflésung A"T?" charakterisiert. Bei der der Kopfgruppe wird in der Regel bereits
von einer vollstandigen Solvatisierung mit 8,4 Wassermolekilen pro Kopfgruppe aus-
gegangen. Dabei wird angenommen, dass das Volumen der Wassermolekiile 30 A3
betragt. 4

Aufgrund der Annahme einer vollstdndigen Solvatisierung der Kopfgruppe und kei-
ner Solvatisierung des hydrophoben Kettengruppenbereichs kann davon ausgegan-
gen werden, dass der zusatzliche Wasseranteil in den Kopf- und Kettengruppen in
Form von Léchern im Film vorliegt. Da sich die Lécher Uber den Kopf- und Ketten-
gruppenbereich erstrecken, wird der Lochanteil in beiden Regionen als gleich grof3
angenommen.

Ferner wird angenommen, dass die Wasserzwischenschichten zwischen den Bilagen
- mit Ausnahme der innersten und der auBersten Wasserzwischenschicht - gleich grof3
sind. Dabei wird angenommen, dass dyy; < dy2 < dys Sei. In manchen Fallen ist die
Wasserzwischenschicht 1 oder 3 ahnlich dick wie die Schicht 2. Allgemein erweist sich
die Unterscheidung der Wasserzwischenschichtdicken in diese drei unterschiedlichen
Bereiche als auBerst nitzlich zur Anpassung der Messdaten.
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Tabelle 4.6. Aligemeines Modell firr die Anpassung der Reflektivitdtsmessungen fur Oligolipid-
bilagen in Wasser.

Komponente i Schichtdicke| psr, ;
Silizium o0 PSL Si
Siliziumoxid dsio, PSL SiO,
Kopfgruppe dKopf PSL Kopf
Kettenbereich drcette PSL Kette
Kopfgruppe drcops PSL Kopf
Wasserzwischenschicht 1 dw1 PSL Wasser
Kopfgruppe drcops PSL Kopf
Kettenbereich (N —3) drcette PSL Kette
Kopfgruppe dKopf PSL Kopf
Wasserzwischenschicht 2 dyya PSL Wasser
Kopfgruppe dkopf PSL Kopf
Kettenbereich drcette PSL Kette
Kopfgruppe dFcops PSL Kopf
Wasserzwischenschicht 3 dws PSL Wasser
Kopfgruppe dKopf PSL Kopf
Kettenbereich drcette PSL Kette
Kopfgruppe dKops PSL Kopf
Wasser 00 PSL Wasser

Die Gesamtschichtdicke d,.; ergibt sich bei inkohdrenten Summen flir Systeme mit
mindestens drei Bilagen geman Gleichung und der Fehler Ad,.; geméan Anhang
Gleichung der durch GauBsche Fehlerfortpflanzung ermittelt wird. {20 S-31]

dges = Zgz : Nz . dBilage + dWl + Zgz : (Nz - 3) : dW? + dW3 (41)

Dabei handelt es sich bei g; um den Gewichtungskoeffizienten der Filmanteile und
bei N; um die Gesamtbilagenanzahl der Komponente i. Dabei kann im koharenten
Fall ebenfalls von Gleichung ausgegangen werden, wobei sie sich dergestalt ver-
einfacht, dass die Faktoren . g; aus der Gleichung gestrichen werden kénnen. Die
Koharenzlange an am andert sich kontinuierlich mit dem Winkel, liegt aber
grob im Bereich von 20 um.B3l Die entsprechenden Koharenzlangen fir EIGARQ am
ILLI ergeben sich mithilfe der Publikation von Maestro et al. und sind stark von | ¢| ab-
hangig, liegen jedoch grob im Bereich von 5 pm bis 600 um. 121!

Hinsichtlich des Modellsystems in Salzlésungen wird zunachst auf dem Modell in Was-
ser aufgebaut. Das verfeinerte Modellsystem wird durch die Ergebnisse in Kapitel[8.3.1]
entwickelt.
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5 Messungen an Luft

Nach den Ausflihrungen zur Theorie, den Versuchsdurchfiihrungen und den ange-
wandten Modellen kann im Folgenden mit der Charakterisierung der Systeme begon-
nen werden. Hierbei wird zunachst in diesem Kapitel auf Oligolipidbilagensysteme an
Luft eingegangen.

Die Herstellung von Oligolipidbilagen kann durch das Fusionieren von Vesikeln!12l
oder durch Rotationsbeschichtung9l?0 erfolgen. Da jedoch aufgrund der erhéhten
NBF und [XBRHReflektivitat auf ein System mit vielen Bilagenschichten Ubereinander
zurlckgegriffen wird, bietet sich in aller erster Linie das Rotationsbeschichten als Me-
thode an.®! Durch die Rotationsbeschichtung im Lésungsmittel Chloroform und das
anschlieBende Vakuumtrocknen kénnen Oligolipidbilagen ohne das Lésungsmittel er-
halten werden.!?% Die Oligolipidbilagensysteme kénnen darauffolgend an Luft charak-
terisiert werden, sodass bereits einige Rickschlisse auf das System mdglich sind.
Zudem sind die Systeme nach der Trocknung unkompliziert zu beispielsweise Grof3for-
schungseinrichtungen zu transportieren.

In Unterkapitel soll die Frage geklart werden, wie ein einfach zu transportieren-
des Oligolipidbilagensystem gewlinschter Dicke hergestellt werden kann, wahrend in
Abschnitt die Frage beleuchtet wird, wie das Hdhenprofil der erstellten Systeme
aussieht. Daran schlieBen sich die XBRFMessungen in Unterkapitel an, mithilfe
derer die lamellaren Schichtdicken fir DMPC}Oligolipidbilagensysteme mit und ohne
bestimmt werden. Abgerundet wird das Kapitel durch die Zusammenfassung in
Abschnitt 5.4l

5.1 Ellipsometriemessungen

Zur Bestimmung der Gesamtschichtdicke des getrockneten Systems bietet sich in ers-
ter Linie [SE]an, da die Messungen vor Ort und schnell erfolgen kénnen. Die Dicke der
Proben, die mittels [SEFMessungen ermittelt wurden, konnten im Anschluss mit den
folgenden [XBRB-Messungen bestatigt werden. Die Abweichung der Gesamtschichtdi-
cken an Luft betragen dabei nie mehr als 2 o, wobei der typische Fehler knapp unter
1 o liegt. Zur Herstellung der Oligolipidbilagensysteme wurde die Gesamtschichtdicke
in Abhangigkeit von der Massenkonzentration des im Chloroform geldsten be-
stimmt. Bei den durchgefuhrten Messungen drehte sich der Rotationsbeschichter fur
eine Sekunde bei 500 Umdrehungen und anschlieBend fir 40 Sekunden mit 3.000 Um-
drehungen pro Minute. Die Ergebnisse sind in Abbildung [5.1] dargestellt.

Ein offensichtlicher Vorteil der Rotationsbeschichtung besteht gemafl Abbildung
darin, dass die gewiinschte Gesamtschichtdicke der Oligolipidbilagen durch die Wahl
der Massenkonzentration gezielt gesteuert werden kann. Neben der Massenkonzen-
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5. Messungen an Luft

tration spielen die Rotationsgeschwindigkeit beim Beschichten und der Umstand, ob
eine Stufe mit niedriger Umdrehungszahl vorgeschaltet wurde, ebenfalls eine Rolle.
Durch das Absenken der Drehgeschwindigkeit auf 100 bis 200 Umdrehungen pro Mi-
nute ist es moglich, Filme herzustellen, bei denen die Bilagenanzahl im Bereich von
100 bis 1.000 liegt. 2%

1 6 ! ! ! ! | ! ! ! ! | ! ! ! ! | ! ! ! ! |

1 e 20°C, SE i
14 -

12 H ~

10 - -

Anzahl an DMPC-Bilagen
oo
|
I

1 3

0 —r - T 1 r T T T 1 T r T T 1 Tt T T 1
0 2,5 5 7,5 10

Massenkonzentration an DMPC beim Rotationsbeschichten [mg/mL]

Abbildung 5.1. Mittels [SH bestimmte Bilagenanzahl rotationsbeschichteter und vakuumge-
trockneter [DMPC-Filme in Abhéngigkeit von der Massenkonzentration des in Chloroform ge-
I6sten[DMPQCs. Die verwendete Drehzahl betragt fiir die erste Sekunde 500 Umdrehungen pro
Minute und fiir die folgenden 40 Sekunden 3.000 Umdrehungen pro Minute.

Bei einer Beschichtung mit 4.000 Umdrehungen pro Minute auf einem Silziumwafer mit
einem Durchmesser von zwei Zoll entspricht die Anzahl der Bilagen, die mittig auf dem
Wafer vorzufinden sind, laut [SEFMessungen etwa 0,5 Bilagen mehr als am Rand des
Wafers. Bei einer Herabsenkung der Drehgeschwindigkeit nimmt der Dickegradient von
innen nach auBen stark zu. Eine Verringerung der Umdrehungsgeschwindigkeit flhrt
somit sowohl zu einer Erh6hung der Bilagenanzahl, als auch zu einem gr63eren Bila-
genanzahlgradienten.

Die kontinuierliche Abnahme der Gesamtschichtdicke von innen nach auf3en wirft die
Frage nach der Struktur des Filmes auf. Von innen nach auf3en kénnte die Bilagenan-
zahl aufgrund der Praparationsmethode abfallen, wobei die Abnahme dann stufenfér-
mig um jeweils eine Bilage denkbar ware. Mithilfe von[AEM-Messungen soll im Folgen-
den diese Hypothese Uberprift werden.
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5.2 Rasterkraftmikroskopiemessungen

In diesem Unterkapitel soll die Oberflachenstruktur der hergestellten Modellsysteme
geklart werden. Zudem soll untersucht werden, welche Einfliisse die Einlagerung von
auf die Struktur hat. Die [SEF-Messungen eignen sich zwar zur Bestimmung der
Gesamtschichtdicke, jedoch ist durch die [SEFMessungen noch nichts tber die Topo-
grafie der Modellmembran bekannt. Diese Informationen kénnen mithilfe von [AEM-
Messungen erhalten werden.

Eine AEMFAufnahme eines DMPClFilmes ist Abbildung[5.2| zu entnehmen. Die Doma-
nengréBen liegen typischerweise im Bereich von unter 1 um. Die auftretenden Loch-
tiefen betragen 20 nm bis 70 nm.

A — B 100 1 | 1 | 1 | 1 | 1
|——100 % DMPC einen Tag
vakuumgetrocknet
80 —M =
60 B

Hoéhe [nm]

N
o
1 I 1
—
I

20 =

0 — 1 T T T T T
0 2 4 6 8 10
Ort [um]

Abbildung 5.2. A [AEM-Aufnahme eines fiir eine Sekunde bei 500 und 39 Sekunden bei
3.000 Umdrehungen pro Minute rotationsbeschichteten [DMPC-Films mit einem Scanbereich
von 10 um x 10 um, der einen Tag zur Trocknung im Vakuum aufbewahrt wurde. Das Héhenpro-
fil entlang der eingezeichneten blauen Linie ist der Abbildung B zu entnehmen. B Héhenprofil
entlang des der blauen Linie des Bildausschnittes in A. Der niedrigste gemessene Wert wurde
dabei auf eine Héhe von 0 nm gesetzt.

Aus Abbildung [5.2) geht hervor, weshalb bei den [SE-Messungen in Kapitel [5.1] als Ge-
samtschichtdicke nicht ausschlieBlich das (N + 1)-fache der Bilagendicke fiir die Ge-
samtschichtdicke gemessen wurde. Da innerhalb eines kleinen Bereichs die Oberfla-
chenstruktur sehr inhomogen ist, wird bei der [SEFMessung (iber den ausgeleuchteten
Bereich gemittelt und die dadurch erhaltene Bilagenanzahl ist nicht notwendigerwei-
se das (N + 1)-fache der Bilagendicke. Bei einer solch inhomogenen Oberflache stellt
sich die Frage, ob Uberhaupt Oligolipidbilagen vorliegen. Dieser Frage wird bei den
[XBRBFMessungen in Abschnitt[5.3 nachgegangen.

Wie in Kapitel 4.2 dargelegt, ist[Chol ein wichtiger Bestandteil eukaryotischer Membra-
nen. Um Ruckschlisse auf den Einfluss von auf das Oligolipidbilagensystem zie-
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hen zu kénnen, wird im Folgenden auch ein Film mit einem [Chol-Anteil von 30 % unter-
sucht. Die entsprechende [AEMIAufnahme mit einem Scanbereich von 40 pm x 20 um
ist in Abbildung [5.3|dargestellt.

100 ||||||||| Lo aiaiias Lo aaay Lo aaay
|70 % DMPC 30 % Chol
vakuumgetrocknet
80 =
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S
0 40 -
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0 e T RN RRRRRRRR
0 10 20 30 40

Ort [um]

Abbildung 5.3. A [AEM-Aufnahme eines Scanbereichs von 40 um x 20 um eines Filmes, be-
stehend aus 70 % 30 %[Chal, welcher fiir eine Sekunde bei 500 und 39 Sekunden bei
3.000 Umdrehungen pro Minute rotationsbeschichtet wurde. Das Héhenprofil entlang der ein-
gezeichneten blauen Linie ist der Abbildung B zu entnehmen. B Héhenprofil entlang des blau
gekennzeichneten 40 um Bildausschnittes in A. Der niedrigste gemessene Wert wurde dabei
auf eine Héhe von 0 nm gesetzt.

Wie in Abbildung zu sehen ist, ist das aus 70 % [DMPCI 30 % [Chol bestehen-
de System homogener aufgebaut, was sich in selteneren Hohenanderungen nieder-
schlagt, die auch geringer ausfallen als das ohne in Abbildung der Fall ist.
Dabei liegen mit groBBe Locher und Furchen vor. Der Abbildung ist zu ent-
nehmen, dass die H6he der auftretenden Stufen in etwa der Dicke oder ganzzahligen
Vielfachen der Dicke von Bilagen entspricht, wie sie mit knapp 5 nm Tabelle zu
entnehmen ist. Obgleich das Héhenprofil in Abbildung trotz der vierfachen Scan-
strecke viel weniger Spriinge aufweist als das Héhenprofil in Abbildung [5.2B, ist auch
diese Struktur nicht homogen und die Anzahl an Bilagen variiert im Bereich von 40 pm
stark, ist aber im Bereich von einigen Mikrometern konstant. Innerhalb eines Oligoli-
pidbilagensystems variiert jedoch die Bilagenanzahl N stark.

Im Anhang in Kapitel [C| sind noch eine Vielzahl weiterer AFM-Messungen dargestellt,
mithilfe derer untersucht wurde, wie die Oberflachenstruktur der Systeme optimiert
werden kann. Die dabei variierten Parameter sind die Lange und der Zeitpunkt einer
Vakuumtrocknung. Zudem wurden die Auswirkungen einer Heizplattentrocknung und
die Einflisse unterschiedlicher Drehgeschwindigkeiten beim Rotationsbeschichten un-
tersucht. Um auch den Einfluss der Kettenlange des verwendeten Lipids zu studieren,
wurde zudem die Oberflachenbeschaffenheit von DPPC}FSystemen untersucht.
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5.3 Rontgenreflexionsmessungen

Um tiefere Einblicke in Systeme an Luft zu erhalten und auch Rickschllisse auf die
Bilagendicken, Gesamtschichtdicke und Rauigkeiten ziehen zu kénnen, werden in die-
sem Unterkapitel XBR-Messungen zu Rate gezogen. Zunachst stehen in den Ab-
schnitten sowie fur Oligolipidbilagensysteme bestehend aus und
70 % 30 % die Anpassung der Messdaten mithilfe des in Abschnitt
beschriebenen Modells und die Bestimmung der lamellaren Schichtdicke im Vorder-
grund. AnschlieBend werden als wichtige Charakteristika die Rauigkeiten in Ab-
schnitt[5.3.2, der Wasseranteil im Kopfgruppenbereich in Abschnitt[5.3.2/und die [SLD-
Profile in Abschnitt[5.3.2/der beiden Systeme thematisiert.

5.3.1 100 %

Bei den Anpassungen an Luft konnte die wahrend der Messung innerhalb der Pro-
benzelle vorliegende Luftfeuchtigkeit nicht bestimmt werden. Diese Information wére
interessant, da bei einer Temperatur von 20,0 °C - je nach Luftfeuchtigkeit - in
unterschiedlichen Phasenzustanden vorliegt.23 Im Folgenden wird davon ausgegan-
gen, dass DMPClin der Gelphase vorliegt und daher durch das Modell IV von Tristram-
Nagle et al. beschrieben werden kann. [l

Die Anpassung fiir drei Oligolipidbilagensysteme bestehend aus sind in Abbil-
dung [5.4] dargestellt. Die zugehérigen Parameter sind Tabelle [5.7] zu entnehmen. Die
Filme wurden fir eine Sekunde bei einer Rotationsgeschwindigkeit von 500 Umdrehun-
gen pro Minute und fir 39 Sekunden bei 3.000 Umdrehungen pro Minute aufgebracht.
Die Massenkonzentration an im Lésungsmittel Chloroform betrug 7,5 T2. Bei
dieser Konzentration werden geman den Ellipsometriemessungen in Abbildung et-
was Uber zehn Bilagen erhalten. Mit dieser Anzahl an Bilagen ist die Reflektivitat des
Filmes hoch und die Gesamtschichtdicke ist noch nicht zu hoch, als dass dadurch die
Kiessig-Oszillationen verschwanden.

Gemal Tabelle ergibt sich eine durchschnittliche Bilagendicke von (53,8 + 0,2) A.
Dieser Wert liegt im erwartbaren Bereich.l?% Die durchschnittliche Rauigkeit betragt
¥ =(42%0,2 A. Die Bestimmung des Fehlers ist dabei im Anhang in Kapitel |B| be-
schrieben. Die durchschnittliche Rauigkeit ¥ liegt im unteren erwartbaren Bereich, da
bereits aufgrund des Auftretens thermischer Fluktuationen eine Rauigkeit im Bereich
von 3 A erwartet wird. 3 Mit (3,94 + 0,18) A bis (4,61 + 0,16) A liegen die Rauigkeiten
im Bereich bzw. nicht statistisch signifikant oberhalb der von Campbell et al. bestimm-
ten Rauigkeiten von 2,9 A bis 4,0 A fur Lipidmonolagen.4 Die Auflésung wird generell
in den ersten Durchlaufen mit angepasst, aber danach festgesetzt, sodass kein Fehler
angegeben wird.
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1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1
10° 5 « 100 % DMPC Film 1 —— Anpassung £
107" * 100 % DMPC Film 2 Anpassung
E 100 % DMPC Film 3 —— Anpassung |

107 Jommomeny-
10°° —
10 ~
10-5—;
10°® —
10-7~;
10-8—;
109 4
o0 ] -

10_11 - T T T T I T T
0 0,05

LI L B B B L B B
0,1 0,15

T I T T I T T T I T
0,2 0,25 0,3 0,35

QA"
Abbildung 5.4. [XRR-Daten der [DMPC-Systeme an Luft mit zugehdrigen Anpassungen. Fiir
eine bessere Ubersicht ist die gemessene Reflektivitdt von Film 2 um zwei und von Film 3

um vier GréBenordnungen versetzt. Auch in den folgenden Abbildungen wird der Versatz der
Reflektivitdten zwei Gré3enordnungen betragen, sofern dies nicht anderweitig beschrieben ist.

Tabelle 5.1. Parameter der [XBBAnpassung der DMPC}Bilagen an Luft. Die beiden Werte fr
N geben an, wie viele Bilagen fir beide Summanden der inkohdrenten Summe angenommen
wurden. Der Lochanteil wird als Bestandteil der inkoharenten Summanden betrachtet und tritt
nicht als weiterer Summand auf. Solange nicht anders vermerkt, sind die beiden Summanden
gleich gewichtet. Der angepasste Lochanteil gibt den Lochanteil aller Bilagen an. Die Ketten-
lange wurde dem Modell IV von Tristram-Nagle et al. entnommen und nicht angepasst. [¢°!
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Parameter Film 1 Film 2 Film 3
Aufissung 520 [%] | 6,2 4,2 3,0

3 [A] 461+0,16 |3,94+0,18 |4,05+0,20
N 11 & 12 10 & 11 10 & 11
drcerre [A] 30,3 30,3 30,3

ps1 rere [10°6 A2 5,02+020 |553+044 |580+0,39
psi Kop [108 A2 9,96+0,16 | 10,38+0,47 | 10,72 +0,44
Lochanteil [%)] 40+ 2 34+5 315

dicops [A] 11,51 +0,04 | 11,91+0,05 | 11,82+ 0,04
dBitage [A] 53,32+ 0,08 |54,12+0,10 | 53,94 +0,08
dges 639,84 + 0,96 | 595,32 + 1,10 | 593,34 + 0,88
H,O pro Kopfgruppe | 6,60 + 0,07 | 7,23+0,08 | 7,09 + 0,06
X2 1,28 2,49 2,79
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Bei den bestimmten Kopfgruppendicken dk., ist zu beachten, dass in diesen auch die
eingelagerten Wassermolekuile beinhaltet sind. Die Kiessig-Oszillationen in Abbildung
sind schwach, aber die Rauigkeiten X kénnen nicht alleine die Erklarung sein, da
die Intensitaten des zweiten und dritten Bragg-Peaks bei der Anpassung mit bedeutend
héheren Rauigkeiten als den in Tabelle [5.1] gelisteten Werten verschwinden wiirde.
Aus der [AEMI-Aufnahme in Abbildung [5.2) wird ersichtlich, dass das Oligolipidbilagen-
system nicht einheitlich aufgebaut ist, sondern an unterschiedlichen Stellen unter-
schiedliche Anzahlen an Bilagen vorliegen. Daher wurde bei der Anpassung nicht von
einer homogenen Struktur, sondern einer Superposition unterschiedlicher Bilagenan-
zahlen ausgegangen. Wie in der Zeile N in Tabelle zu erkennen ist, wurde bei
den dargestellten Anpassungen von einer Superposition aus zwei unterschiedlichen
Anzahlen an Bilagen ausgegangen. Beide Strukturen wurden bei der Anpassung mit
50 % gewichtet. Die Gesamtschichtdicke d,., ergibt sich dementsprechend aus dem
gemittelten N, der Dicke der Bilage plus einer Monolage, die sich am Ubergang zur
Luft befindet, wie dies in Abbildung dargestellt ist und betragt (610 + 15) A. Die
gemittelte Bilagenanzahl NV deckt sich gut mit der Erwartung gemaf Abbildung [5.1]
Das [SLD}HProfil fur die Anpassungen der Filme 1 und 3 ist exemplarisch in Abbil-
dung mit den in Tabelle notierten Parametern dargestellt. Dabei wurde fir die
Ubersichtlichkeit und bessere Vergleichbarkeit fiir beide Filme eine Bilagenanzahl von
elf gewahlt, da dies die einzige Bilagenanzahl ist, welche bei beiden Anpassungen
verwendet wurde. Der Parameter =z gibt dabei die Eindringtiefe in den Film an.

I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1
20 1 ——Film 1 11 Bilagen
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Abbildung 5.5.[SLD-Profil der Oligolipidbilagensysteme bestehend aus[DMPQ an Luft mit zu-
gehdriger Anpassung. Exemplarisch sind Film 1 und Film 3 dargestellt.
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Wie Abbildung [5.5) und Tabelle 5.1] entnommen werden kann, unterscheiden sich die
ermittelten im Ketten- und Kopfgruppenbereich far Film 1 und Film 3, wobei der
Kontrast in beiden Féllen d&hnlich ist. Die Anzahl an freien Parametern kénnte noch
weiter gesenkt werden, indem die der Kopfgruppen- und Kettenbereiche der Fil-
me 1 bis 3 miteinander gekoppelt wirden, was jedoch eine starke Verringerung der
Anpassungsgute zur Folge héatte.

Unter der Annahme, dass sich Wassermolekule im Kopfgruppenbereich anlagern, nicht
aber im Kettenbereich, kann anhand der durch die Anpassung erhaltenen der
Kettengruppe mithilfe der Gleichung der Lochanteil der Filme im Medium Luft ab-
geschatzt werden.

PSL Kette — (1 - Lochanteil) * PSL Kette Literatur
Lochanteil = 1 — ( PSL Kette ) (5.1)
PSL Kette Literatur

Anhand von Gleichung [5.1] wurden die Lochanteile in Tabelle erhalten. Diese de-
cken sich grob mit dem Lochanteil, der sich auch bspw. in Abbildung [5.2] finden l&sst.
Die Anteile sind etwas geringer als die in Kapitel im Anhang erhaltenen Lochantei-
le von etwa 50 %. Die angepassten der Kopfgruppen sind gréBer als es geman
Literatur zu erwarten ware. 18l Mit geringeren Kopfgruppen{SLDl waren auch gerin-
gere Kettengruppen{SLD| und damit groBere Lochanteile zu erwarten.

Anhand der bestimmten KopfgruppengroBe dg,,; wird auf die Anzahl an Wassermo-
lektlen geschlossen, die sich pro Kopfgruppe anlagern, wenn davon ausgegangen
wird, dass die Volumendiskrepanz zwischen der Kopfgruppe und der experimentell
bestimmten Gré3e auf die Einlagerung von Wassermolekilen zurtickzufihren ist. Die-
ser Ansatz wird in Gleichung verfolgt, wobei Vi, . das durch die Anpassung
bestimmte Kopfvolumen an Luft, Vi trocken it der Literaturwert des Volumens der
trockenen Kopfgruppe, Vivassermoreriu das Volumen eines Wassermolekuls und ny, die
Anzahl an Wassermolekuilen pro Kopfgruppe darstellt.

VKopf erp — VKopf trocken Lit — Tw - VWassermolekill

o VKopf erp — VKopf trocken Lit 5.2
Wassermolekiil

Der zu den Gleichungen und [5.2] zugehdrige Fehler ergibt sich gemanB GauBscher
Fehlerfortpflanzung.t24 S- 8111

Die Anzahl an Wassermolekllen pro Kopfgruppe ny liegt geman Tabelle mit 6,6
bis 7,2 unter den Angaben von Tristram-Nagle et al. von 8,4 fir deren Modell V.88l
Dies ist zu erwarten, da Tristram-Nagle et al. mit vollstdndig hydratisierten Kopfgrup-
pen arbeiteten, wahrend bei dem hier beschriebenen Experiment kein Einfluss auf die
Luftfeuchtigkeit genommen wurde.
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5.3.2 70 % DMPCI|30 % (Chol

Neben dem System bestehend aus reinem sind ebenfalls Messungen von In-
teresse, bei denen neben auch 30 mol-% eingelagert wird. Hierbei stellt
sich die Frage, ob neben den mittels [AEMl bestimmten Unterschieden im Hohenprofil
auch grundlegend unterschiedliche Charakteristika in den Eigenschaften der Bilagen
resultieren.

Die Messdaten mit den zugehdérigen Anpassungen sind Abbildung [5.6| zu entnehmen,
wohingegen die abgeleiteten Parameter in Tabelle 5.2 dargestellt sind. Da die Kohé-
renzlange bei den [XBR-Messungen nicht bekannt ist, konnte keine Vorhersage getrof-
fen werden, ob die Daten mit einer koharenten Anpassung oder mittels einer inkoha-
renten Summe modelliert werden kénnen. Die Messwerte des Systems 70 %
30 % an Luft konnten bedeutend besser durch die Verwendung einer inkoha-
renten Summe angepasst werden. Um die Unterschiede zwischen inkoharenter und
koharenter Anpassung zu veranschaulichen, wurde auch eine koharente Anpassung
fur Film 1 durchgefiihrt. Im Falle von Film 2 entsprach der x2-Wert fiir die koharente
Anpassung mehr als dem dreifachen Wert der inkohdrenten Summe, weshalb fir die
Gegenlberstellung koharent-inkoharent Film 1 gewahlt wurde.

10° 3 * 30 % Chol Film 1 (k) —— Anpassung £
10" * 30 % Chol Film 1 (ik) Anpassung [
30 % Chol Film 2 (ik) —— Anpassung £
107 =
107 3
10 -
x 10-5_%
10 3
107 -
10°8 -
107 -
10-10-""I'"'I""I""I""|"--|
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
QAT

Abbildung 5.6. [XRR-Daten der Oligolipidbilagensysteme bestehend aus 70 % [DMPQC
30 % an Luft mit zugehdrigen Anpassungen. Neben der kohdrenten (K) Anpassung ftir
Film 1 sind auch die inkohdrenten (iK) Anpassungen fiir Film 1 sowie Film 2 dargestellt.

Die Bilagenanzahl N in Tabelle [5.2 wurde mittels der Kiessig-Oszillationen ermittelt.
Dabei ergibt sich, dass die Daten am besten angepasst werden kénnen, wenn ein
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Teil des Oligolipidbilagensystems aus neun, ein Teil aus acht und der Rest aus drei
Bilagen aufgebaut ist. Welcher Teil dabei wie stark zu gewichten ist, wurde in einer an-
schlieBenden Anpassung ermittelt. Da mithilfe der Software Motofit 0.1.16 keine Ver-
schrankung der Gewichtungen dergestalt méglich war, dass die Gewichtung aller drei
Bestandteile des Systems in Summe zusammen 100 % ergeben, wurden diese Werte
manuell so angepasst, dass x? minimiert wurde und die Summe aus den drei Tei-
len zusammen 100 % ergibt. Diese manuell angepassten Werte wurden anschlie3end
festgesetzt und alle weiteren Parameter erneut angepasst. Folglich wird fiir Gewich-
tung der drei Summanden bei den inkoh&renten Summen kein Fehler angegeben.
Wie Abbildung entnommen werden kann, gelingt besonders die Anpassung der
Kiessig-Oszillationen deutlich besser, wenn eine inkohdrente Summe angenommen
wird, als das bei der koharenten Anpassung der Fall ist.

Anhand der in Tabelle[5.2]dargestellten inkoharenten Anpassungen resultiert eine Rau-
igkeitvon ¥ = (7,3+0,2) A und eine Bilagendicke von dgji,e = (49,8 £0,4) A.

Tabelle 5.2. Parameter der [XBRBAnpassungen der Oligolipidbilagen bestehend aus
70 % 30 % [Chol an Luft. Zur Gegenlberstellung ist an dieser Stelle angegeben, ob
es sich um eine koharente (k) oder inkoharente Anpassung (k) handelt. Im Folgenden ist an
der Bilagenanzahl N abzulesen, in welcher Form die Anpassung erfolgt. Bei der Angabe ei-
ner Bilagenanzahl liegt eine koharente Anpassung vor, wohin bei der Angabe unterschiedlicher
Bilagenanzahlen flr dasselbe System eine inkoh&arente Anpassung vorgenommen wird.

Parameter Film 1 (K) Film 1 (ik) Film 2 (ik)
2L %) 7.8 5,1 6,7
> [A] 748+021 |7,45+0,15 |7,15+0,21
N 11 9 (36 %) 9 (45 %)

8 (55 %) 8 (45 %)

3 (9 %) 6 (10 %)
drcerte [A] 35,3 35,3 35,3
psi rerte [10 A2 568+0,35 |5,15+0,24 | 4,50+0,37
psL Kops [107 A'Z] 11,40+ 0,24 | 12,01 £ 0,21 | 11,74 £ 0,31
Lochanteil [%)] 364 42+ 3 50+ 4
dicops [A] 7,61+0,08 |7,43+0,05 |7,09+0,08
dBilage [A] 50,52 + 0,16 | 50,16 £ 0,10 | 49,48 + 0,16
dyes [A] 581,0+1,8 |421,8£08 | 433,0+ 1,4
Anzahl an Wassermolekilen | 2, () + 0,1 1,7+ 0,1 1,2+0,1
Y2 1,16 0,64 1,53
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Rauigkeiten

Die Rauigkeiten ¥ der Filme haben durch die Einlagerung von deutlich zuge-
nommen und liegen nicht mehr im Bereich, der fir thermische Fluktuationen erwartet
wird.!23l Die Zunahme der Rauigkeit betragt im Vergleich zum System ohne Uber
zehn Standardabweichungen und ist somit statistisch signifikant. Die Berechnung, ob
eine Abweichung statistisch signifikant ist, erfolgt geman Gleichung[B.1]im Anhang. Ei-
ne Zunahme ist bei dem verwendeten Modell zu erwarten, da sich die [Chol-Molekiile
in dem Bereich der Kettengruppe anlagern, der an die Kopfgruppen grenzt. Der Uber-
gang vom Kopfgruppen- zum Kettengruppenbereich ist daher nicht mehr so scharf,
wie das ohne der Fall ist. Zudem ist die im Kettenbereich durch die Anwe-
senheit von [Choll weniger homogen, da die [Chol-Molekiile kiirzer sind als die
Kettengruppe. Da die Rauigkeit an allen Ubergangen als gleich groB angenommen
wird, fihrt die lokale Zunahme der Rauigkeit dazu, dass die generell angenommene
Rauigkeit zunimmt.

Eine andere Mdglichkeit ware, dem Umstand dahingehend zu begegnen, dass der Be-
reich der Kettengruppen, in dem sich das anlagert, als getrennte Schicht behan-
delt wird, wie es beispielsweise Giri et al. angenommen haben. Dabei wird zwischen
einem kirzeren an die Kopfgruppen grenzenden Kettenbereich mit hoher Dichte und
einem langeren Kettenbereich geringerer Dichte unterschieden.

Bei den eigenen Anpassungen, die mit diesem Zwei-Kettenmodell durchgefihrt wur-
den, liefen einige Parameter stets gegen ihre Grenze. Zudem nahmen - unter anderem
auch aufgrund der Erhéhung der Parameteranzahl - die relativen Fehler der Parameter
stark zu. Der wichtigste Grund, weshalb das Modell jedoch in dieser Arbeit nicht ver-
wendet wird, ist, dass die Anpassungsgute sich dramatisch verschlechterte. So lag der
Wert flir y? stets im Bereich von Giber zehn. Bei den meisten Anpassungen lag jedoch
die so ermittelte Rauigkeit > bedeutend unter den Rauigkeitswerten des Modells, wel-
ches in Abbildung [4.13] dargestellt ist.

Die geringere angepasste Rauigkeit im Zwei-Kettenmodell ist auf die gréBere Anzahl
an Ubergangen im[SLD}HProfil zuriickzufiihren. Gerade fiir die Anpassungen mit[NPlwé-
re ein hdher auflésendes Modell mit geringen Rauigkeiten von Vorteil, aber da gleich-
zeitig die FitgUte und die Fehler der Parameter stark ansteigen, ist es sinnvoll, an dem
bisherigen Modell - auch fiir Bilagensysteme mit[Chol - festzuhalten.

H.,O-Einlagerungen an die Kopfgruppe

Die angepasste psy, kops it bei reinem kleiner als bei den Filmen, die zusétzlich
enthalten. Dieses Ergebnis ist zu erwarten, da geman Literatur durch die Einla-
gerung von die Hydrophobie des Filmes zunimmtt2l und die von Wasser
geringer ist als die der Kopfgruppe. !l
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5. Messungen an Luft

Die Dicken von Membranen mit sind unabhangig von der Luftfeuchtigkeit und
somit auch nicht abh&angig von der Hydratisierung, sodass in der Literatur in Bezug
auf auch von einem Bilagendickenpuffer hinsichtlich der Luftfeuchtigkeit die Re-
de ist.® Zudem sind durch die deutlich starkere Einlagerung von Wassermolekiilen
in die Kopfgruppen die Bilagendicken, bei denen die angelagerten Wassermolekuile
berticksichtigt werden, im Falle von reinem [DMPC], groBer. Hier ist festzuhalten, dass
die Abnahme der lamellaren Schichtdicke Uber neun Standardabweichungen betragt,
sodass auch diese Anderung statistisch signifikant ist. Der Lochanteil scheint bei al-
len Systemen &hnlich zu sein, wobei System 1 mit 70 % [DMPC| 30 % [Chol mit einem
besonders hohen Lochanteil auffallt.

[SLD}HProfile

Das [SLDHProfil fiir die Anpassungen des Films 1 bestehend 70 % 30 %
aus der Abbildung [5.6| mit den in Tabelle 5.2 notierten Parametern ist in Abbildung 5.7
dargestellt.

20 -| ™30 % Chol Film 1 (k) 11 Bilagen
1 —— 30 % Chol Film 1 (ik) 9 Bilagen ff

30 % Chol Film 1 (ik) 8 Bilagen
— 30 % Chol Film 1 (ik) 3 Bilagen

0 100 200 300 400 500 600
z[A]

Abbildung 5.7. [SLD-Profil des Oligolipidbilagensystems 1 bestehend aus 70 % [DMPQC
30 % an Luft in Abhédngigkeit vm Ort z. Dabei liegen negative Werte von z in der Luft
und néhern sich mit zunehmendem = dem Substrat. Somit beginnt bei 0 A die nach auBBen
stehende Monolage fiir die kohdrente Anpassung. Aufgrund der Rauigkeit ist die[SLD auch bei
sehr schwach negativen Werten fiir = gré3er als 0. Die Profile wurden in z-Richtung derge-
stalt verschoben, dass sich das Substrat fiir die beiden Profile an derselben Stelle befindet.
In schwarz ist die kohdrente Anpassung (K) und in Farbe sind die drei Teile der inkohdrenten
Summe (iK) dargestellt.
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5. Messungen an Luft

Dabei wird die koharente Anpassung der inkoharenten gegentbergestellt. An dieser
Stelle ist aufgrund der Anpassungen der Kiessig-Oszillationen in Abbildung klar,
dass die koharente Anpassung keine sinnvollen Ergebnisse liefern kann. Obgleich
der y2-Wert nicht bedeutend héher und der bestimmte Lochanteil &hnlich ist, fallt auf,
dass sich die ermittelten Gesamtschichtdicken stark unterscheiden. Der Grund hier-
fur liegt darin, dass durch die koharente Anpassung der Bragg-Peak und die Kiessig-
Oszillationen nicht gleichzeitig treffend angepasst werden kénnen.

Indem eine hohe Gesamtschichtdicke angenommen wird, kénnen die Kiessig-Oszilla-
tionen ein Stuck weit unterdriickt werden, sodass sich an dieser Stelle eine bessere
Ubereinstimmung mit den Messdaten ergibt. Durch die héhere Bilagenanzahl steigt je-
doch auch die Intensitat des Bragg-Peaks. Um dem entgegenzuwirken, wird der Kon-
trast im [SLD}Profil geringer, wie aus Abbildung [5.7| hervorgeht. Dies fiihrt wiederum zu
einer Absenkung der Intensitat des Bragg-Peaks. Es verwundert somit nicht, dass bei
der koharenten Anpassung die Bilagenanzahl deutlich héher und dafir der Kontrast
zwischen Kopf- und Kettengruppe geringer ausfallt. Beim Vergleich des [SLD}Profils
mit der entsprechenden Anpassung ohne in Abbildung fallt besonders die
Zunahme der Rauigkeiten bei der Einlagerung von auf.

5.4 Zusammenfassung

AbschlieBend wird festgestellt, dass sich das bei den XBR-Messungen verwendete
Modell eignet, um die erhaltenen Rohdaten anzupassen. Dies wird besonders bei den
Filmen mit einem [ChollAnteil von 30 % deutlich. Insgesamt ist bei den Messungen
an Luft festzuhalten, dass aufgrund der sich erganzenden verschiedenen Messmetho-
den ein genaueres Bild des Systems erhalten wird. Wie [SEFMessungen zeigen, ist es
moglich, anhand der Variation der Massenkonzentration beim Rotationsbeschichten
die gewlinschte Bilagenanzahl zu generieren.

Derweil belegen/AEMF-Messungen, dass das entstandene Oligolipidbilagensystem nicht
frei von Defekten ist, sondern sich durch eine gro3e Inhomogenitat auszeichnet. Sys-
teme mit einem [ChollGehalt von 30 % haben Uber groBere Gebiete dhnliche Ge-
samtschichtdicken, wobei dementsprechend auch die Lécher breiter sind. Bei hdhe-
ren [CholtAnteilen erstrecken sich somit die Verwerfungen Uber ein groBeres Gebiet,
sodass diese durchaus gréBer werden kénnen als beispielsweise die Koharenzlangen
bei NB-Messungen. [XBB-Messungen zeigen, dass durch die Einlagerung von[Chol an
Luft die lamellare Schichtdicke signifikant abnimmt, wahrend - bei der Beibehaltung
eines ahnlichen Modells - die angepasste Rauigkeit signifikant zunimmt.

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wird das System im nachsten Schritt mit Wasser
in Kontakt gebracht, um den Einfluss von lonen und Nanopartikeln auf die Lipidfilme
zu untersuchen.
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6. Wassriges Milieu

6 Wassriges Milieu

Es stellt sich in diesem Kapitel die Frage, inwieweit die Eigenschaften des Systems
durch die Zugabe von Wasser verandert und im nachsten Schritt, in welcher Form
die Systeme durch die Interaktionen mit [NP| beeinflusst werden. Um dabei zunachst -
soweit wie mdglich - nur den Einfluss des Wassers zu messen, wird kein Puffer ver-
wendet. Durch die Anwesenheit von Kohlenstoffdioxid in der Luft liegt der experimentell
bestimmte und theoretisch vorhergesagte pH-Wert in der wéssrigen Lésung etwa bei
6.1126.S-8711 Die Auswirkungen von Salzen auf das System werden in Kapitel [8beleuch-
tet.

Zunachst werden die Auswirkungen der Wasserzugabe auf die bereits an Luft charak-
terisierten Systeme mithilfe von NB-Messungen und XBRFMessungen in den Unter-
kapiteln sowie untersucht. Zusétzlich werden auch Systeme mit einem
Gehalt von 10 %, 20 % und 50 % thematisiert.

AnschlieBend werden geladene Lipide in die Membranen integriert und deren Interak-
tion mit Wasser mithilfe von und [NR-Experimenten in den Abschnitten [6.3| und
untersucht. Zum tieferen Verstandnis der Ergebnisse werden in Unterkapitel Stro-
mungspotentialmessungen an[DMPCI und 70 %[DMPCI|30 %[Chal-Systemen durchge-
fihrt und danach wird in Abschnitt[6.6|die Interaktion von geladenen Oligolipidbilagen-
systemen mit[AuNP] untersucht. Als Abschluss des Kapitels werden in Unterkapitel [6.7]
die Ergebnisse zusammengefasst.

6.1 Neutronenreflexionsmessungen an ungeladenen Systemen

Da [NRFMessungen die Probe schonen, kdnnen bei Messungen, die sich lber einen
langen Zeitraum erstrecken, Veranderungen und etwaige Beschadigungen der Probe
auf Interaktionen innerhalb des Modellsystems zurtckgefihrt werden. Daher wird die-
se Methode zunachst gewahlt, sodass im Folgenden darauf aufbauend mit anderen
Messmethoden das Bild verfeinert werden kann.

Die Messmethode wurde nicht zur Charakterisierung der Proben an Luft verwendet.
Der Grund besteht darin, dass die rar gesate NB-Messzeit vollstédndig zur Charakteri-
sierung des Systems in wassriger Umgebung verwendet wurde, um dabei die Interak-
tionen der Membranen mit Komponenten der Lésung untersuchen zu kénnen.

Zu Beginn werden reine DMPC}Oligolipidbilagensysteme in Abschnitt [6.1.1] charakte-
risiert. AnschlieBend wird der [CholFAnteil schrittweise auf 10 %, 20 %, 30 % und 50 %

in den Abschnitten[6.7.2, [6.1.3] [6.1.4] und [6.1.5| erhoht.
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6.1.1 100 % DMPCI

Zunachst wird ein DMPCHOligolipidbilagensystem gewéhlt, da es lediglich aus einer
Komponente besteht. Die Messpunkte und die zugehdrigen Anpassungen sind in Ab-
bildung [6.1] dargestellt. Bei den hier und im Folgenden gezeigten Daten befinden sich
die Systeme in einem Gleichgewichtszustand. Das Vorliegen des Gleichgewichtszu-
standes wurde mindestens mit einer Wiederholungsmessung verifiziert, bei welcher
die Messdaten sehr gut mit der Messung davor Ubereinstimmten. Dies gilt gleicherma-
Ben fir NB-Messungen und [XBRFMessungen. Der zeitliche Versatz zwischen beiden
Messungen betragt bei NB-Messungen mindestens eine Stunde, aber sehr oft auch
zwei bis drei Stunden. Bei XBRFMessungen kann der Versatz in manchen Fallen nur
30 Minuten betragen.

e 100 % DMPC HZB 2019/06 —— Anpassung
e 100 % DMPC HZB 2019/11 Anpassung

1072
1073
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0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
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Abbildung 6.1. [NR-Daten des Oligolipidbilagensystems bestehend aus in schwerem
Wasser mit zugehdrigen inkoh&renten Anpassungen.

Die erhaltenen Parameter der [NRF-Anpassungen sind Tabelle [6.7] zu entnehmen. Wéh-
rend bei den Anpassungen an Luft die Kopfgruppendicke verwendet wurde, um die la-
mellare Schichtdicke so zu variieren, dass die Lage des Bragg-Peaks mit den Messda-
ten Ubereinstimmt, beeinflusst in wassrigen Losungen zuséatzlich die Wasserzwischen-
schichtdicke die lamellare Schichtdicke. Aufgrund des zweiten variablen Parameters
kann die Kopfgruppengréf3e nicht mehr zuverlassig bestimmt werden.

Deshalb und auch zur Vereinfachung wird die Annahme getroffen, dass die Gré3e der
solvatisierten Kopfgruppen in etwa gleich grof3 ist, wie das bei Modell IV von Tristram-
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Nagle et al. der Fall ist. Somit werden pro Kopfgruppe 8,4 Wassermolekile angenom-
men und die Anzahl der anzupassenden Parameter reduziert sich um zwei: die Gré3e
der Kopfgruppe und die zugehérige [SLDL

Tabelle 6.1. Parameter der [NBFAnpassungen der DMPClOligolipidbilagen in schwerem Was-

ser bei 20,0 °C.

Parameter HZB 2019/06 | HZB 2019/11
S (%) 4,8 +0,0 3,6 £ 0,0

S [A] 9,76+ 0,03 | 6,11 +0,04
ipsi 0,134 + 0,001 | 0,106 + 0,001
N 11 & 14 12 & 15
drcerre [A] 30,3 30,3

dyr1 [A] 3,3+0,2 8,0 £ 0,2

dw [A] 9,05 + 0,01 8,71 + 0,01
dyws [A] 22,9 +0,1 16,3+ 0,2
pst kene [10¢ A2] | -0,41 -0,41

pst kops [108 A?] | 3,88 3,88

psL wasser |10 A2] | 6,051 + 0,004 | 6,318 + 0,004
Lochanteil [%] 29,5+ 0,1 15,4 + 0,1
dicops [A] 12,7 12,7

dwn [A] 64,69 + 0,02 | 64,35+ 0,02
dges [A] 807,7+0,4 |866,9+0,5
Y2 12.067 9.197

Obgleich die AEMI-Aufnahmen an Luft im Vergleich zur Koharenzldnge der Neutronen
die Erwartung weckten, dass eine koharente Anpassung der Messdaten méglich sei,
zeigen gerade die beiden Messungen, die am [HZB| erfolgten, dass eine koharente An-
passung nur moglich ist, wenn die Kiessig-Oszillationen bei den Anpassungen nicht
berlcksichtigt werden.

In Abbildung [6.1] sind im Bereich von 0,05 A" < |7| <0,1 A" Kiessig-Oszillationen
ersichtlich, welche auB3erhalb dieses Bereichs nicht auftreten. Um diese schwachen
Strukturen ausschlieBlich in diesem Bereich simulieren zu kénnen, ist fur die Anpas-
sungen die Verwendung inkoharenter Summen notwendig, wie sie Abbildung und
Tabelle [6.7] zugrunde liegen.

Im Vergleich zu den an Luft erhaltenen Rauigkeiten sind diese durch die Anwesenheit
von Wasser stark angestiegen, wie ein Vergleich von Tabelle mit Tabelle zeigt.
Betrug die mittels [XBR-Messungen bestimmte Rauigkeit an Luft noch (4,2 +0,2) A,
liegt sie hier in Wasser bei (7,9 + 1,8) A. Die Zunahme der Rauigkeit ausgehend von
den[XBRBMessungen an Luft hin zu den[NBFMessungen in Wasser entspricht 2,0 Stan-
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dardabweichungen und ist daher nicht statistisch signifikant. Hierbei ist zu beachten,
dass bei der Datenprozessierung der XBRFMessungen die Reflektivitat im Bereich der
Totalreflexion auf eins gesetzt wird, wie dies in Kapitel beschrieben ist.

Die lamellare Schichtdicke ist von (53,8 + 0,2) A an Luft auf (64,5 + 0,2) A in Wasser
angestiegen, wobei die Zunahme Uber 35 Standardabweichungen betragt und somit
statistisch signifikant ist. Wahrend bei den Systemen in Wasser die Lochanteile mit
(29,5 £ 0,1) % und (15,4 = 0,1) % stark variieren, liegen die Dicken der Wiederholein-
heiten dy,, mit (64,69 + 0,02) A und (64,35 + 0,02) A eng beieinander.

Bei Anpassungen der NBFMessungen wird auch die angepasst. Diese wird far
die Kopf- und Kettengruppen modelliert und dient der Simulation der nicht-spekularen
Reflexion. Die Anpassung erfolgt in erster Linie durch die Reflektivitat im Bereich der
Totalreflexion. Durch das in Kapitel beschriebene Procedere werden auch fir die
Messungen am [HZB! Reflektivitdtswerte im Totalreflexionsbereich erhalten, die unter
eins liegen. Somit kann flr die NBFAnpassungen dasselbe Modell verwendet werden,
unabhéangig davon, ob die Daten am [HZB| oder am [[LL] gewonnen wurden.

Mit den in Tabelle gelisteten Parametern, die bei der Anpassung fir Abbildung
verwendet wurden, ergeben sich die in Abbildung [6.2] dargestellten [SLD}Profile.

6-;:1883%%835228131?? dk
LA AR AAN
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3
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Abbildung 6.2.[SLD-Profile der[DMPC-Systeme in schwerem Wasser. Als Bilagenanzahl wur-
de die geringere Anzahl aus Tabelle verwendet. Im Gegensatz zu den [XBR-Messungen
verlduft die z-Achse in die umgekehrte Richtung und bei z < 0 A befindet sich das Substrat. Die
Kopfgruppen{SLD I4sst sich an dem auf dem Substrat aufliegenden Kopfgruppenbereich, wel-
ches das erste Maximum bildet, abschétzen. An den lokalen Minima der[SLD-Profile ldsst sich
der Wasseranteil abschdtzen, da ein hoher Lochanteil in den Ketten zu einem hohen Wasseran-
teil fiihrt. Je hdher die Kettengruppen{SLD ist, umso héher liegt der resultierende Lochanteil.
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Hierbei sind die unterschiedlichen Wasseranteile, Rauigkeiten und Schichtdicken fir
die Wasserschicht 1 und 3 erkennbar. Im Gegensatz zu den [XBBHSLD}Profilen ist bei
den [NBHSLD}Profilen ein hdherer Wasseranteil vergleichsweise einfach zu erkennen,
da die [SLDIvon schwerem Wasser hoher ist als die [SLD|der Kopf- und Kettengruppen.
Folglich macht sich die Wassereinlagerung in einer Zunahme der Kopfgruppen- und
Kettengruppen{SLD bemerkbar. 9!

Eine Gemeinsamkeit zu den bisherigen XBBHSLDI-Profilen ist, dass die in Abbil-
dung im Kopfgruppenbereich héher ist als im Kettengruppenbereich, was priméar
auf die héhere Massendichte im Kopfgruppenbereich zurlickzufihren ist. Durch die
Zugabe von Wasser bildet sich eine Wasserzwischenschicht aus. Aufgrund der ange-
nommenen Rauigkeiten und der relativ geringen Zwischenschichtdicke wird in diesem
Bereich jedoch nicht die [SLD| von Wasser erreicht.

6.1.2 90 % [DMPCI10 % [Chol

Wahrend mittels XBR-Messungen lediglich DMPCHOligolipidbilagensysteme mit einem
[CholtGehalt von 30 % charakterisiert wurden, wird an dieser Stelle ein System mit
einem [ChaolAnteil von 10 % untersucht. Dabei werden die in Tabelle gelisteten
Parameter verwendet.

Am HZB wurden 2019 zwei Systeme mit 10 % [Choll charakterisiert. Eines der beiden
ist mit zugehdériger Anpassung in Abbildung [6.3] dargestellt, wobei die zugehdrigen
Parameter in Tabelle [6.2] gelistet sind.

100 E 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
E e 90 % DMPC 10 % Chol Anpassung

10"
102 -
107 -

10 -

10° ' T T T ' | ' | T T T |
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
QA"
Abbildung 6.3. [NR-Daten eines Oligolipidbilagensystems bestehend aus 90 %
10 %[Chol in schwerem Wasser mit zugehériger Anpassung (iK).

Wie aus Abbildung hervorgeht, sind die Positionen der Kiessig-Oszillationen und
die des Bragg-Peaks in der Anpassung an der richtigen Stelle, jedoch liegt die ange-
passte Reflektivitdt kurz nach der Totalreflexionskante bis kurz vor dem Bragg-Peak
bei héheren Reflektivitatswerten als die Messdaten. Auch durch eine Erhéhung der
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Anzahl angepasster Parameter - um beispielsweise die Lange und der Ketten -
verbessert die Anpassung nicht.

Tabelle 6.2. Parameter der [NBFAnpassungen der 90 % [DMPCI 10 % [Chal-Oligolipidbilagen in
schwerem Wasser bei 20,0 °C.

Parameter [HZBl2019/11
A"TT [%] 2,1

> [A] 2,32+ 0,15
ipsi 0,119 + 0,001
N 8,10 & 15
dicerse [A] 31,97

dicopy [A] 12,19

du [A] 7,3+0,3
dyo [A] 12,84 + 0,01
dws [A] 14,1+ 0,1
pSL Kette [10° Az] -0,36

psL kops [10° A?] | 3,88

0sL wasser [108 A2] | 6,00 £ 0,01
Lochanteil [%] 17,0£0,2
dyp, [A] 69,19 + 0,01
dges [A] 950,7 + 0,3
y2 11.705

Da auch eine Anpassung der Kettenldnge und Ketten{SLDI nicht zu einer besseren
Anpassungsgute fuhren, kann weiterhin von einer festgesetzten und L&nge des
Kettenbereichs ausgegangen werden. Auch eine Anpassung der im Kopfgrup-
penbereich flhrte zu keiner Verbesserung der Modellierung, da der dadurch erhaltene
Wert nur marginal héher wird als der ohnehin angenommene Wert, der bei einer Sol-
vatisierung analog zu Modell IV von Tristram-Nagle et al. vorliegt. ¥ Die Abweichung
zum verwendeten Wert liegt unter einer Standardabweichung. Die Anpassung ergibt
somit, dass eine vollstandige Hydratisierung des Kopfgruppenbereichs analog zu den
[DMPC}Filmen vorliegt.

Zur weiteren Untersuchung der Diskrepanz wurden zudem die Rohdaten auch einmal
nicht geman Kapitel 2.1.9 prozessiert, sondern dergestalt, dass die Reflektivitat im Be-
reich der Totalreflexionskante auf eins festgesetzt wurde. Es resultieren zwangsweise
héhere Reflektivitatswerte, sodass die Abweichung geringer wird. Die Modellierung der
Messdaten gelingt dadurch deutlich besser, aber die hohe Reflektivitat im Bereich zwi-
schen Abbruchkante und Bragg-Peak wird auch bei der Anpassung dieser Daten nicht
vollumfanglich unterdrickt.
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Bei dieser Anpassung streben neben der [SLD| auch die Rauigkeiten gegen Null. Da
bei den [XBRRFMessungen die Totalreflexionskante auch auf eins gesetzt wird und hier
deutlich ersichtlich wird, dass die Beeinflussung der Reflektivitat im Totalreflexions-
bereich einen groBen Einfluss auf die ermittelte Rauigkeit hat, sind die mittels [XBRF
Messungen und [NB-Messungen bestimmten Rauigkeiten nicht ohne Weiteres mitein-
ander vergleichbar. Hingegen kénnen jedoch die mit derselben Methode erhaltenen
Werte bedenkenlos zueinander in Beziehung gesetzt werden.

Die Wasserzwischenschichtdicken dy;; 3 und der Lochanteil vergroBerten sich bei die-
ser Form der Anpassung leicht zu dy, = (8,4 £0,4) A, dy, = (12,85+0,01) A,
dws = (14,4 £0,2) A und Lochanteil = (23,1 £ 0,6) %. Um die Vergleichbarkeit zu den
anderen Anpassungen zu wahren, werden fir die weitere Betrachtung die Parame-
ter aus Tabelle [6.2] verwendet, welche aus der ublichen Prozessierung der [NRFDaten
erhaltenen wurden. Die Daten, welche sich aus der anderen Prozessierung mit einer
Reflektivitat von eins im Bereich der Totalreflexionskante ergeben, sind lediglich zum
Vergleich im Anhang in Abbildung [D.1]dargestellt.

Da die Anpassung der Daten, welche wie Ublich prozessiert wurden, keine adaquate
Beschreibung der gemessenen Reflektivitat gewahrleistet, sind die abgeleiteten Para-
meter nicht besonders belastbar. Es verwundert dennoch, dass die angepasste Rauig-
keit kleiner ist als alle zuvor bestimmten Rauigkeiten. Was bei dieser Messung beson-
ders hervorsticht, ist die Lage des Bragg-Peaks, die bei der Modellierung zufriedenstel-
lend angepasst wurde. Nahm durch die Einlagerung von bei den Messungen an
Luft die lamellare Schichtdicke noch signifikant ab, so liegt die an dieser Stelle ermittel-
te Dicke der Wiederholeinheit fiir das System mit 10 %[Chol mit (69,19 + 0,01) A statis-
tisch signifikant Gber der Schichtdicke, welche fir Oligolipidbilagensysteme bestehend
aus reinemDMPClin schwerem Wasser ermittelt wurde und bei (64,5 + 0,2) A lag. Die
Lage des Bragg-Peaks des im September charakterisierten Systems liefert eine lamel-
lare Schichtdicke von (69,62 + 0,05) A.

Das andere 2019 am [HZBI charakterisierte System hatte derart breite Bragg-Peaks,
dass eine Anpassung mithilfe des in Abbildung dargestellten Modells nicht még-
lich ist, da viele unterschiedliche Wasserzwischenschichten notwendig waren, um solch
einen breiten Bragg-Peak zu erhalten. Die zugehdrigen Daten sind im Anhang in der
Abbildung [D.2] den Daten, die im November erhoben wurden, gegenubergestellt. Um
besser zu erkennen, dass die Lage der Bragg-Peaks bei beiden Messungen in etwa
gleich ist, sind dieselben Daten in Abbildung in RQ*-Darstellung zu sehen.
Nachdem bereits die Einlagerung von 10 % zu einer systematischen Zunahme
der Wiederholeinheitendicke geflhrt hat, stellt sich die Frage, wie sich die Einlage-
rung von héheren [CholFAnteilen auf die Struktur der Systeme auswirkt und vor allem,
ob die Anpassungen dann auch im Bereich zwischen Abbruchkante und Bragg-Peak
gelingen.
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6.1.3 80 % DMPCI|20 % (Chol

Im Gegensatz zu der Charakterisierung des Oligolipidbilagensystems bestehend aus
90 % 10 % stehen fir das System mit einem [Chol-Anteil von 20 % mehr
Datensatze zur Verfligung. Als Modell wird wieder das in Abbildung beschriebene
verwendet, wobei auf die Parameter, welche in Tabelle aufgeflihrt sind, zurtickge-
griffen wird.

Die Messdaten mit den jeweiligen zugehdrigen Anpassungen sind in Abbildung
dargestellt, wahrend die erhaltenen Parameter in Tabelle [6.3] gelistet sind. Es ist da-
von auszugehen, dass sich durch die Einlagerung von auch die Eigenschaften
der Lipidbilagen &ndern. Da die Daten gemaf Abbildung sinnvoll angepasst wer-
den konnen, wurde bei der Anpassung zusatzlich dk,.,; und psr kopr bestimmt, um
Rickschliisse auf etwaige Anderungen des Systems ziehen zu kdnnen. Aufgrund der
besseren Anpassungsgite wird dieser Sachverhalt bei diesen Datensatzen untersucht.
Bei einem [Chal-Anteil von 10 % war dies nicht mdglich.

Wie Tabelle 6.3 enthommen werden kann, hat die Erhéhung der Parameter um zwei im
Vergleich zu der Messung mit reinem - dargestellt in Tabelle - einen enor-
men Anstieg der Fehler der Parameter in Tabelle zur Folge. Durch die Anpassung
der KopfgruppengrolB3e werden zwei Parameter angepasst, welche Auswirkungen auf

101 ] | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |E
100 * 80 % DMPC 20 % Chol System 1 —— Anpassung

§ e 80 % DMPC 20 % Chol System 2 Anpassung £
10 80 % DMPC 20 % Chol System 3 —— Anpassung £
1072 L

103
10
10°®
10®
107
108
10°°
1010
101

w7771
0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,76 0,48 0,2 0,22
QA"

Abbildung 6.4. [NB-Daten dreier Oligolipidbilagensysteme bestehend aus 80 %
20 % in schwerem Wasser mit zugehdérigen Anpassungen bei 20,0 C. Die Werte und
Anpassungen sind ausnahmsweise nicht um zwei, sondern um zweieinhalb Gré3enordnungen
gegeneinander versetzt. AmI[ILL wurde bis zu einem deutlich gréBeren Impulstransfer gemes-
sen, wie dies an den Daten der Systeme 2 und 3 zu erkennen ist.
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die Dicke der Wiederholeinheit und somit die Lage des Bragg-Peaks haben. Der erhal-
tene Fehler der Dicke der Wiederholeinheit summiert sich aus den Unbestimmtheiten
von dy» und dg,, s auf, wobei der Fehler der Kopfgruppendicke doppelt bei der Bestim-
mung der Wiederholeinheitendicke eingeht. Der dadurch erhaltene Fehler bildet jedoch
den Fehler der Dicke der Wiederholeinheit nicht sinnvoll ab, da diese durch die Lage
des Bragg-Peaks relativ genau bestimmt werden kann.

Das Problem liegt lediglich darin, dass eben zwei Parameter Auswirkungen auf die La-
ge des Bragg-Peaks haben. Die Anpassung der[SLD|der Kopfgruppen fiihrt dazu, dass
die anderen abgeleiteten starker fehlerbehaftet sind. Dies ist an den Fehlern der
Lochanteile ersichtlich, welche anhand der abgeleitet werden. Die angepassten
Parameter der Kopfgruppe di.,; Und psi, kopp €ntsprechen den Werten, die flr eine
gleich starke Solvatisierung der Kopfgruppe, wie im Falle von reinem [DMPCI ange-
nommen wurden.

Tabelle 6.3. Parameter der [NBF-Anpassungen der 80 % [DMPCI 20 % [Chal-Oligolipidbilagen in
schwerem Wasser bei 20,0 °C fiir variable Werte von di,¢ Und psr, kopf-

Parameter System 1 System 2 System 3
S %) 6,5 7.7 7.8

3 [A] 5,18+3,32 |522+0,25 |3,09+0,33
ipsi 0,117 £ 0,007 | 0,092 + 0,001 | 0,000 + 0,001
N 13& 15 13& 15 15 & 16
dicerte [A] 33,63 33,63 33,63
dicops [A] 11,9+0,7 11,9 0,2 11,9 0,2
dyr1 [A] 8,5+ 1,3 11,3+0,4 11,2+0,4
dy [A] 87+1,4 11,5405 11,3+ 0,4
dyws [A] 16,3+ 1,4 18,1 +0,5 15,1 + 0,4
psi wewe [108 A2] | -0,31 -0,31 -0,31

pst kopr [108 A?] | 3,88+0,72 [3,88+0,02 |3,88+0,02
P51 wasser |10 A2] | 6,14 £ 0,01 6,22+ 0,00 |6,38+0,01
Lochanteil [%] 33,8 +4,3 32,7+0,3 9,7+0,3
dwn [A] 66,1 + 1,4 69,0 + 0,5 68,7 + 0,4
dges [A] 878 + 33 914 + 12 1006 * 11
y2 12.360 18.518 14.699

Aufgrund dieses Ergebnisses wird dieselbe Anpassung nochmals vorgenommen, nur
dass fur die beiden Parameter von einer vollstdndigen Hydratisierung - wie das bei
Tristram-Nagle bei Modell IV fiir reines der Fall ist - ausgegangen wird, d.h.
von 8,4 Wassermolekiilen pro Kopfgruppe.®® Von dieser Anzahl wird auch im Fol-
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genden ausgegangen, es sei denn die Kopfgruppen{SLD]| wird verwendet, um den An-
lagerungsort von [NP| zu bestimmen. Somit wird in der Regel die Kopfgruppen- und
Kettengruppen{SLDI nicht angepasst, sondern es wird von den Literaturwerten ausge-
gangen und der Lochanteil angepasst, welcher Einfluss auf die [SLDIder Komponenten
nimmt. Dieses Vorgehen ist somit analog zu den Anpassungen bei und dem
System mit 10 % [Choll

Die in Tabelleerhaltenen x2-Werte beziehen sich auf eine Modellierung bei festge-
haltenen Werten von d,,; sowie psr, kopr Und entsprechen denen aus Tabelle@ Die
Anpassungen bleiben dementsprechend in ihrer Qualitat identisch und werden daher
noch immer durch Abbildung [6.4] treffend beschrieben.

Tabelle 6.4. Parameter der [NBF-Anpassungen der 80 % [DMPCI 20 % [Chall-Oligolipidbilagen in
schwerem Wasser bei 20,0 °C fur festen Werte von dg.,; und psr, kopy-

Parameter System 1 System 2 System 3
S %] 6,5 7,7 7.8

> [A] 5,18 +0,07 | 5,22+ 0,04 | 3,09 +0,07
ipsi 0,12+0,00 | 0,09+0,00 | 0,00+ 0,00
N 13& 15 13& 15 15 & 16
drcerre [A] 33,63 33,63 33,63

dicops [A] 11,63 11,63 11,63

dy1 [A] 8,5+ 0,4 11,3 0,1 11,2+ 0,1
dyrs [A] 9,25 +0,02 | 12,11+ 0,00 | 11,86 + 0,00
dyws [A] 16,3+0,2 | 18,05+0,04 | 15,1 + 0,05
pst Kewe [108 A2] | -0,31 -0,31 -0,31

psi kops [108 A?] | 3,88 3,88 3,88

psL Wasser [108 A2] | 6,14+ 0,01 | 6,22+0,00 | 6,38+ 0,01
Lochanteil [%] 33,8+0,4 |327+0,1 9,7+0,2
dwn [A] 66,14 + 0,02 | 69,00 + 0,00 | 68,75 + 0,00
dges [A] 877,9+0,8 |959,0+0,1 | 1056,3 +0,1
2 12.360 18.518 14.699

Die in Tabelle erhaltenen Fehler sind bezlglich der Rauigkeiten, der Wasserzwi-
schenschichtdicken, der Lochanteile und dementsprechend der Dicke der Wiederho-
leinheit sowie der Gesamtschichtdicke geringer als ihre Pendants in Tabelle [6.3] Die
Fehler der Wiederholeinheitendicken sind nun in einem Bereich, wie sie auch durch die
Bragg-Peaks bestimmt werden kdnnen. Fir die abgeleitete Gesamtschichtdicke ist vor
allem N ausschlaggebend. N wurde stark variiert und es wurde dabei untersucht, bei
welcher Kombination von zwei inkohdrenten Summen mit unterschiedlichen Bilagen-
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anzahlen das geringste x? erhalten werden kann. Grundsatzlich ist festzuhalten, dass
sich das Modell gut eignet, um die erhaltenen Messdaten zu modellieren.

Mit Tabelle ergibt sich fir die Dicke der Wiederholeinheit fir das Oligolipidsystem
80 % [DMPCl 20 % in schwerem Wasser dy,;, = (68,0 + 1,8) A. Dabei kommt der
groBe Fehler hauptsachlich durch die groBen Fehler der jeweiligen Gesamtschichtdi-
cken zustande. Mit Tabelle resultiert eine Dicke der Wiederholeinheit von
dwn = (68,0 £0,9) A fiir dieselben Systeme. Da in diesem Fall die Fehler der jeweili-
gen Gesamtschichtdicken vernachlassigbar sind, ist hierbei fir den Fehler ausschlag-
gebend, dass sich die Werte der drei Filme vergleichsweise stark unterscheiden.

Bei diesen drei Systemen fallt auf, dass die Werte flr dy-; denen fir dy, ahneln, so-
dass in diesen Fallen die Vereinheitlichung dieser beiden Dicken méglich ware. Zudem
zeigt sich, dass fur System 3 die Reflektivitat vergleichsweise hoch ist, was sich in der
hohen Bilagenanzahl und in dem niedrigen Lochanteil niederschlagt.

Verglichen mit Filmen bestehend aus reinem DMPClhat die Dicke der Wiederholeinheit
von (64,7 + 0,3) A auf (68,0 + 0,9) A zugenommen. Mit GauBscher Fehlerfortpflanzung
ergibt sich eine Differenz von (3,3 = 0,9) A. Diese liegt im Bereich der Kettendicken-
zunahme von 3,6 A. Mit diesem Ergebnis und unter Beriicksichtigung, dass sich die
Hydratisierung der Kopfgruppen mit dem Ergebnis von reinem DMPC| deckt, scheint
sich das Wechselwirkungspotential zwischen den Bilagen durch die Einlagerung von
20 % [Chol verglichen mit dem System aus reinem nicht entscheidend geandert
zu haben.

Verglichen mit dem System mit 10 % hat durch die weitere Erh6hung des
Gebhalts die Dicke der Wiederholeinheit von (69,4 + 0,2) A auf (68,0 + 0,9) A abgenom-
men. Die Differenz betragt 1,5 Standardabweichungen und ist somit nicht statistisch
signifikant, wobei fir eine stichhaltigere Aussage die jeweiligen Systeme 6fter charak-
terisiert werden missten, um einen gesicherteren Mittelwert zu erhalten. In Anbetracht
der begrenzten Neutronenmesszeit ist es jedoch nicht mdglich, fir alle Systeme eine
gute Statistik zu erzielen. In den folgenden Unterkapiteln und werden die
Eigenschaften von Oligolipidbilagensystemen der Konformation hohen [CholtGehalts
mit 30 % bzw. 50 % untersucht.

6.1.4 70 % DMPC|30 % [Choll

Das [DMPCl-Oligolipidbilagensystem mit einem [CholtGehalt von 30 % wurde einmal in
schwerem Wasser charakterisiert. Fir das System mit 30 % kann auf die Pa-
rameter in Tabelle zurlckgegriffen werden. Die Parameter der in Abbildung
dargestellten Modellierung der Messdaten sind in Tabelle 6.5 angegeben.

Wie Tabelle zu entnehmen ist, lag auch in diesem Falle die angepasste far
die Kopfgruppen im Bereich des Wertes, der bei einer Anlagerung von 8,4 Wasser-
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Abbildung 6.5. Dargestellt sind die [NR-Daten eines Oligolipidbilagensystems bestehend aus
70 % 30 % in schwerem Wasser mit zugehdériger Anpassung bei 20,0 <C.

Tabelle 6.5. Parameter der [NBFAnpassungen der 70 % [DMPCI 30 % [Chol-Oligolipidbilagen in
schwerem Wasser bei 20,0 °C mit festen Werten flir dxopr und psr, kopy-

Parameter 70 30 %
S %) 2,50

3 [A] 3,0+ 0,0

ipsi 0,26 + 0,00

N 18 (50 %), 15 (30 %), 4 (20 %)
dKette [A] 35,3

dicops [A] 11,0

du [A] 3,6 +0,1

dw [A] 7,67 0,00

dws [A] 9,1 +0,1

psL Kette [10° Az] -0,02

psL, Kops [107® A2 | 3,88

PSL Wasser [107 A2] 6,38 + 0,00
Lochanteil [%] -

dwn [A] 64,68 + 0,00

dges [A] 1.081,0+ 0,2

X2 7.035

molekullen pro Kopfgruppe erwartet wird. Folglich wurde der Parameter bei der finalen
Anpassung festgehalten und wird auch fur die anderen Systeme mit 30 % |Chollin der
Regel verwendet. In Tabelle [6.5 wird von keinem Lochanteil innerhalb der Filme aus-
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gegangen, da ein Summand der inkoharenten Summe mit vier Bilagen eine deutlich
geringere Bilagenanzahl aufweist als die anderen Summanden. Im Bereich von finf
bis 15 Bilagen liegen bei diesem Summanden keine Bilagen mehr vor, sodass er dort
den Lochanteil reprasentiert. Somit ist dieser Anteil ein Stlick weit vergleichbar mit den
bisherigen Lochanteilen.

Wie aus Abbildung [6.5] hervorgeht, eignet sich das Modell, um die Daten adaquat an-
zupassen. Die angepasste Auflésung Al'T?" liegt im Bereich der Instrumentenauflésung,
sodass die Komponenten des Systems eine hohe Ordnung aufweisen missen.

Die Rauigkeit liegt im Bereich, welcher fur thermische Fluktuationen erwartet wird. Die-
ses Ergebnis ist bemerkenswert. An Luft lag die Rauigkeit von Filmen mit 30 % [Chol
noch Uber der von was auf den [SLDIGradienten innerhalb der Ketten zu-
rackgefuhrt wird. Im wéassrigen Milieu hingegen liegt die Rauigkeit von Systemen mit
30 % unter der von DMPCl}Oligolipidbilagensystemen, obgleich es nach wie vor
einen [SLDIGradient innerhalb des Kettenbereichs fiir Filme mit[Choll gibt.

Dieses Ergebnis wird auf die durch bedingte Stabilisierung der lamellaren Struk-
tur zurlickgefiihrt.l'27l Die durch resultierende Erhéhung der Biegesteifigkeit!128l
tberkompensiert im wassrigen Milieu die durch den [SLDIGradient innerhalb des Ket-
tenbereichs bedingte Zunahme der Rauigkeit, sodass eine Abnahme der Rauigkeit im
wassrigen Milieu durch das Einbauen von[Chollin die Bilagen resultiert. Dies deckt sich
mit der Tatsache, dass bei der Charakterisierung die angepasste Auflésung im Bereich
der Instrumentenauflésung liegt.

Der Trend der lamellaren Schichtdicke in Abhangigkeit vom [CholFGehalt setzt sich zu-
dem fort. Nachdem die maximale lamellare Schichtdicke bei einem [CholFAnteil von
10 % erhalten wurde und der Wert bei 20 % etwas geringer ausfiel, nimmt auch
bei 30 % der Wert weiter ab. Diese Systematik wird auch im nachfolgenden Ab-
schnitt[6.1.5] fur einen [CholtGehalt von 50 % untersucht.

6.1.5 50 % [DMPCI 50 % [Choll

Geman der Literatur kann nur bis zu einem gewissen Stoffmengenverhéltnis von
44 % in ein DMPC}Bilagensystem eingelagert werden. Bei einem héheren Anteil an
resultiert die Ausbildung von phasengetrennten [Chol-Doménen.®4 Welche Aus-
wirkungen dies auf das System hat, soll im vorliegenden Abschnitt untersucht werden.
Bei einem [CholFAnteil von 50 % kann aufgrund der phasengetrennten [CholtDoméanen
nicht analog zu den in den Tabellen [4.1]bis [4.4] prasentierten Werten ein vergleichswei-
se einfaches Modell zur Anpassung der Daten aufgestellt werden. Alternativ wird aus
der Lage des Bragg-Peaks die lamellare Schichtdicke abgeleitet, ohne dass die Mess-
daten modelliert werden. Die gemessenen [NRFDaten sind in Abbildung[6.6|dargestellt.
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Abbildung 6.6. Erhaltene [NB-Daten eines Oligolipidbilagensystems bestehend aus
50 %[DMPQ 50 %[Chal in schwerem Wasser bei 20,0 C.

Aufgrund der in Kapitel beschriebenen Symmetrie des Reflexionsprofils ist im
Anhang in Abbildung RQ* gegen | ¢| aufgetragen, um mittels einer symmetrischen
Funktion die Lage des Bragg-Peaks zu bestimmen. Von den in Tabelle [D.1] dargestell-
ten Parametern ist somit nur die Lage des Maximums von Bedeutung. Anhand der
Lage des Maximums kann mithilfe von Gleichung [2.13|die Dicke der Wiederholeinheit
bestimmt werden.

Mit dem in Abbildung [D.4] dargestellten Ergebnis resultiert eine lamellare Schichtdicke
fir das 50 % 50 % [Chol-Oligolipidbilagensystem von (60,98 + 0,17) A. Eine
weitere Erhohung des[ChollAnteils fiihrt somit zu einer weiteren Absenkung der lamel-
laren Schichtdicke, die im Vergleich mit DMPC}Oligolipidbilagen um knapp 15 Stan-
dardabweichungen und somit statistisch signifikant abnimmt. Um die Statistik flr die
lamellaren Schichtdicken zu verbessern, kdnnen XBB-Messungen herangezogen wer-
den, die im anschlieBenden Unterkapitel .2 aufgefihrt sind.

6.2 Rontgenreflexionsmessungen

Ziel des Unterkapitels ist es, die NB-Messungen des vorherigen Abschnitts zu ergan-
zen, um ein Gesamtbild flir den Zusammenhang zwischen [CholtAnteil und lamellarer
Schichtdicke in Wasser zu erhalten. AbschlielBend wird eingeordnet, inwieweit sich die
erhaltenen Systeme flr eine NP-Zugabe eignen, um die Wechselwirkung der Systeme
mit NPl untersuchen zu kdnnen.

Zur Bestimmung der Wiederholeinheitendicke wird analog zu Unterkapitel [6.1.5 vorge-
gangen, um die Lage der Bragg-Peaks zu bestimmen. Da die Reflektivitat bei denXRRH
Messungen bis zu einem hdheren || bestimmt wurde, kénnen auch Bragg-Peaks ho-
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herer Ordnung angepasst werden.

Danach werden die erhaltenen Bragg-Peak-Positionen gegen ihre Ordnung aufgetra-
gen und mithilfe einer Ursprungsgerade die Steigung A|¢ z| bestimmt. Anhand von
Gleichung in Kapitel wird damit auf die Dicke der Wiederholeinheit dy ),
geschlossen. Grof3e Fehler Ady, resultieren, wenn die Lage der Bragg-Peaks j-ter
Ordnung | ¢ ;| nicht genau an der Stelle j - | ¢ 51|, sondern etwas versetzt liegt.

Die mittels XBB-Messungen erhaltenen Dicken der Wiederholeinheiten sind fiir DMPC|
der Tabelle [6.6] und fiir Filme mit 30 % [Chol in Tabelle [6.7|dargestellt.

Tabelle 6.6. Erhaltene Dicken der Wiederholeinheiten der DMPClOligolipidbilagen in Wasser
bei 20,0 °C anhand der[XBRB-Messungen.

Parameter | System 1 System 2 System 3
dwn [A] 64,28 £ 0,05 | 64,86 + 0,41 | 64,75 + 0,20

Da mit der beschriebenen Vorgehensweise ausschlie3lich die Wiederholeinheitendicke
bestimmt wird, sind die Messwerte fiir drei Systeme bestehend aus DMPCJim Anhang
in Abbildung [D.5|exemplarisch dargestellt.

Tabelle 6.7. Erhaltene Dicken der Wiederholeinheiten der 70 % [DMPC| 30 % [Chall
Oligolipidbilagen in Wasser bei 20,0 °C anhand der XBRFMessungen.

Parameter | System 1 System 2
dwn [A] 63,43 + 0,21 | 62,35 + 0,04

Vergleicht man die Ergebnisse der Dicken der Wiederholeinheit substratgebundener
[DMPC}Oligolipidbilagensysteme in Abhéngigkeit vom [CholtGehalt, die mit NBF und
XRRFMessungen gemessen wurden, ergibt sich Abbildung [6.7] Dabei wurden aus den
ermittelten Werten die Mittelwerte gebildet, wobei sich die Fehler gemaf Gleichung
ergeben.

Werden von diesen Werten die in Abbildung [4.7] dargestellten Trockenwerte der Mem-
branen subtrahiert, resultieren die Dicken der Wasserzwischenschichten, die in Tabel-
le dargestellt sind. Bei dieser Berechnung wurde jeweils die Wiederholeinheit des
Systems verwendet. In dieser Arbeit wird von einer solvatisierten Kopfgruppe ausge-
gangen, da dadurch die Anpassungsglte stark erhdht wird. In Tabelle [6.8 wird auch
noch der Wert der Wasserzwischenschichtdicke angegeben, falls von trockenen Kopf-
gruppen ausgegangen wird, um eine Vergleichbarkeit zu den Literaturwerten fir Sys-
teme bestehend aus und zu gewdbhrleisten. Diese entspricht der Summe
dwa+ 2- (dkopf — dcopf trocken)- Die Werte fUr dicopr UNA diops trocken IN Abh&Ngigkeit vom
[Chol-Gehalt des Systems werden zur Berechnung den Tabellen [4.1] - [4.4] entnommen.
Da im Fall von 50 % 50 % aufgrund der begrenzten Léslichkeit von
in kein Modell fir die Bilagendicke erstellt wurde, kann in diesem Fall die Wie-
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derholeinheitendicke nicht in eine Wasserzwischenschichtdicke Uberflhrt werden

Wie aus der Abbildung [6.7] sowie der Tabelle 6.8 hervorgeht, liegt die maximale Dicke
der Wiederholeinheit sowie die maximale Wasserzwischenschichtdicke im Bereich von
10 % Fiur diese Quantifizierung von substratgebundenen [DMPCl-Oligolipidbila-
gensystemen unterhalb der Phasenibergangstemperatur in Abhangigkeit vom
Gehalt gibt es keine Literatur. Dennoch ist es mdglich, das System in einen weiteren
Kontext einzuordnen.
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Abbildung 6.7. Dicke der Wiederholeinheiten des|DMPCH-Oligolipidbilagensystems in Wasser
in Abhéngigkeit vom|[Chol-Gehalt.

Tabelle 6.8. Erhaltene Dicken der Wiederholeinheiten und Wasserzwischenschichtdicken der
[DMPC}Oligolipidbilagensysteme mit unterschiedlichen[Chal-Anteilen in Wasser bei 20,0 °C an-
hand der [NBMessungen und [XBR-Messungen.

[Chol-Gehalt | dyy, [A] dyo [A] dwat 2 (diopr — Aicopf trocken) [A]
0% 64,68 + 0,13 | 9,04 +0,13 | 19,88 £0,13

10 % 69,40 £ 0,22 | 13,02 £ 0,22 | 23,36 £ 0,22

20 % 67,96 £ 0,91 | 11,10 £ 0,91 | 20,96 + 0,91

30 % 63,49 +0,68 | 6,57 +0,68 | 15,73 +0,68

50 % 60,98 + 0,17 | - -

Inoko et al. erhielten bei nicht substratgebundenen [DPPCl-Oligolipidbilagensystemen
mit 0 %, 20 % und 50 % fir 20 % die groBte Dicke der Wiederho-
leinheit.27 Lis et al. fanden fiir ein DPPCHChol-System bei 25,0 °C bei einem Stoff-
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mengenverhaltnis von 8:1 ebenfalls neben einer leichten Zunahme der Wiederholein-
heitendicke auch eine starkere Zunahme der Bilagenabsténde. 2% Die hier prasentier-
ten Messergebnisse zeigen somit, dass die Ergebnisse von nicht substratgebundenen
[DPPCHCholSystemen qualitativ sehr gut mit den substratgebundenen
Systemen Ubereinstimmen.

Ladbrooke et al. fanden fir das System bei nicht substratgebundenen
Messungen mit 0 %, 7,5 % und 50 % [Chollbei 7,5 % [Chol die deutlich dickste Wasser-
zwischenschichtdicke. lhre Erklarung hierfiir ist, dass bis 7,5 % [Chol das [Chol noch in
die DPPClStruktur eingebaut werden kann, ohne dass die hexagonale Struktur stark
gestort wird. Ladbrooke et al. mutmaBen, dass die Strukturanderung der Lipidneigung
hin zu einer vertikalen Konfiguration die Verteilungen der Ladungen in der polaren
Kopfgruppenschicht verandert, sodass eine Zunahme der Wasserzwischenschicht re-
sultiert. Da die [PClKopfgruppe zwitterionisch ist, kdnnte die Interaktion mit der Hydro-
xygruppe des[Chol-Molekiils zur Folge haben, dass sich die Ausrichtung der Kopfgrup-
pe verandert. Die Folge ist ein héheres elektrisches Potential und folglich eine stéarkere
Repulsion der Bilagen untereinander.!130

Far die Erklarung der anschlieBenden Abnahme der Bilagenabstande muss die Quer-
schnittsflache pro Kopfgruppenmolekil betrachtet werden. Diese kann aus den in Ka-
pitel|4.2|beschriebenen Modellen abgeleitet werden. Gemaf den Werten in den Tabel-
len [4.1] - [4.4] ergeben sich die in Abbildung [6.8] dargestellten Querschnittsflachen pro
Kopfgruppe.

54 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 1 |
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L L L L B L A

0 5 10 15 20 25 30
Cholesterolgehalt [%]

Abbildung 6.8. Eingenommene Querschnittsflache der [DMPCO-Kopfgruppe in Abhdngigkeit
von dem[Chol-Gehalt des Systems mit x. = 24 %.
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Dabei entspricht z. = 24 % dem Molenbruch, bei dem die Konformation des
[CholFSystems bei 30,0 °C von einer fir niedrigen [Chal-Gehalt typischen Konformation
in die fir einen hohen [Chal-Gehalt typische Konformation tibergeht.!? Eine mogliche
Erklarung ist, dass mit zunehmendem [CholtGehalt die Querschnittsflache der Lipide
immer weiter zunimmt, sodass auch die Oberflachenladungsdichte sinkt. Mit abneh-
mender Oberflachenladungsdichte sinkt die elektrostatische Repulsion der Bilagen un-
tereinander, sodass eine Abnahme des Gleichgewichtsabstandes resultiert.

Zudem spielt hinsichtlich der Wasserzwischenschichtdicke die Hydratationskraft eine
entscheidende Rolle. Die Hydratationskraft riihrt daher, dass bei der starken Annahe-
rung zweier Bilagen zueinander, zwischen denen sich Wasser befindet, Arbeit verrich-
tet werden muss, um das Wasser von den beiden hydrophilen Oberflachen zu entfer-
nen. Sie ist bei Bilagenabstanden von 20 A und darunter die dominante Kraft. 131 S- 28111
Durch die Erh6hung der Querschnittsflache pro Kopfgruppe sinkt die Anzahl an Kopf-
gruppen pro Oberflache und daher auch die Anzahl an attraktiv mit der Kopfgruppe
interagierenden Wassermolekullen pro Oberflache. Neben der elektrostatischen Re-
pulsion sinkt somit auch die Hydratationskraft, was sich in einer Reduktion des Gleich-
gewichtsabstandes niederschlagt, wie er auch in Abbildung[6.7|zu erkennen ist.

Es bleibt festzuhalten, dass die Wasserzwischenschichtdicken vom [CholtGehalt in den
Bilagen abhangen. Fiir und 7,5 % erhielten Ladbrooke et al. 27,5 A fir
dwa+ 2 (diops — dKopf trocken)-120) Der in dieser Arbeit erhaltene entsprechende Wert
far DMPClund 10 % liegt bei (23,4 + 0,2) A. Trotz der Verwendung eines Lipids
mit etwas kilirzerer Kettengruppe und des etwas héheren [CholtGehalts liegen die Er-
gebnisse fur die Wasserzwischenschichtdicke in einem ahnlichen Bereich wie die von
Ladbrooke et al. prasentierten Resultate. Die Abweichung ist mit knapp 20 Standard-
abweichungen statistisch signifikant.

Durch das Arbeiten im wassrigen Milieu ist es mdglich, dem System [NP| zuzugeben,
um dadurch die Lipid{NP}Interaktion zu untersuchen. Um neben der duBBersten Bila-
ge auch bei den anderen Bilagen eine [NPFExposition zu gewahrleisten, miissen die
NPl in die Zwischenschichten vordringen kénnen. Wie anhand der [AEMF-Messungen
in Kapitel zu erkennen ist, kénnen die [NP| durch die Lécher in die tieferen La-
gen gelangen. Um dabei in die jeweiligen Zwischenschichten vordringen zu kénnen,
mussen die Bilagenabstédnde hinreichend grof3 sein. Die in diesem Kapitel ermittelten
Bilagenabstande sind jedoch geringer als die NP-GroBen. Bei der Erhéhung der Zell-
membrankomplexitat durch die Einlagerung geladener Lipide wird aufgrund der Gréi3e
der NP - verglichen mit den Wasserzwischenschichtdicken - im Folgenden auch ein
Augenmerk darauf gelegt, inwieweit durch die Einlagerung von geladenen Lipiden in
die Oligolipidbilagensysteme der Bilagenabstand variiert wird.
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6.3 Ellipsometriemessungen an Oligolipidbilagensystemen

Zunachst wird in Abschnitt auf dieselben ungeladenen Systeme eingegangen,
die bereits mittels NBF und [XBRFMessungen charakterisiert wurden, bevor in Unter-
kapitel die Komplexitat der Oligolipidbilagensysteme durch die Einlagerung von
geladenen Lipiden erhéht wird. Hierbei wird das Augenmerk darauf gelegt, ob durch
die Einlagerung von geladenen Lipiden groB3ere Bilagenabstande erhalten werden, mit
denen sich die Interaktion von [NP| besser studieren lasst. Zudem werden dabei die
Zellmembranen von Prokaryoten modelliert.

6.3.1 Zwitterionische Oligolipidbilagensysteme in Wasser

Hinsichtlich der Charakterisierung der bereits beschriebenen Systeme im wassrigen
Milieu mittels NBF und XBBFMessungen resultieren mit [SEIMessungen Ubereinstim-
mende Ergebnisse. Im Vergleich zu den [NRF und [XRRF-Messungen ergaben diese je-
doch keine neuen Erkenntnisse. Bei den nachfolgenden Ergebnissen, die in dieser
Arbeit diskutiert werden, sind auch [SEFMessungen beinhaltet, bei welchen zunachst
an Luft die Gesamtschichtdicke bestimmt und im néchsten Schritt Wasser zugegeben
wird. Fir ein DMPClOligolipidbilagensystem bei 20,0 °C ist das beispielsweise im An-
hang in Abbildung [E.3| dargestellt.

Mit den in dieser Abbildung dargestellten Gleichgewichtswerten resultiert in Wasser
eine Gesamtschichtdicke, die um den Faktor (1,24 £ 0,01) gréBer ist als die an Luft.
Geman der in den Abschnitten [5.3] und [6.7.1]| mittels XBRl und NBFMessungen erhal-
tenen lamellaren Schichtdicken wird eine Zunahme um den Faktor (1,20 + 0,01) fur
bei 20,0 °C erwartet. Die mittels unterschiedlicher Messmethoden abgeleiteten
Parameter des Systems stimmen somit tberein.

6.3.2 Geladene Oligolipidbilagensysteme in Wasser

Angesichts der limitierten Messzeit bei NBF-Messungen bietet es sich an, [SEF-Messun-
gen vornehmen zu kénnen. Wéahrend durch die Einlagerung von eukaryotische
Zellen modelliert werden kénnen, soll im Folgenden durch die Einlagerung von gela-
denen Lipiden - im Idealfall von - die Zellmembran von Prokaryoten modelliert
und untersucht werden, wie dies die Bilagenabstande beeinflusst. Bei Messungen in
Wasser wird dabei eine Umgebung mit sehr niedriger lonenstarke simuliert, wie es bei-
spielsweise in Regenwasser der Fall ist.!13!

Durch die resultierende Coulomb-Repulsion bei nahezu gleich bleibender Van-der-
Waals-Attraktion wird erwartet, dass der Gleichgewichtsabstand der Bilagen zueinan-
der zunimmt. Mithilfe von [SEFMessungen kann Uberprift werden, welche Oligolipidbi-
lagensysteme bei der Interaktion mit Wasser stabil sind, da eine zu starke Coulomb-
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Repulsion dazu fuhren kdnnte, dass sich die Bilagen untereinander so stark abstof3en,
dass das Oligolipidbilagensystem nicht stabil ist und die Lipide bei Kontakt mit Wasser
als Vesikel in die Lésung Ubergehen und das Substrat verlassen. Hierflr bieten sich
besonders [SEFMessungen an, da pro Tag mehrere Filme direkt im heimischen Labor
vermessen werden kdnnen.

Die Messungen zeigen, dass die substratgebundenen Oligolipidbilagen mit Anteilen
von nur wenigen Prozent an geladenen Lipiden bereits starke Unterschiede zu rein
zwitterionischen Systemen aufweisen. Dabei scheint die Repulsion der Bilagen unter-
einander so groB3 zu sein, dass die DMPCLOligolipidbilagensysteme - selbst bei der
Einlagerung von nur geringen Anteilen an geladenen Lipiden - beim Kontakt mit Was-
ser nicht intakt bleiben.

Das positiv geladene System war gegen Wasser duBerst instabil. Re-
produzierbare stabile Oligolipidbilagensysteme wurden bei einer fortwahrenden Hal-
bierung des DMTAPIAnteils bei einer Zusammensetzung von 99,75 % und
0,25 % [DMTAPI erhalten. Die Stabilitdtsmessungen des Zweikomponentensystems
[DMPCIHDMTAP] wurden von Felix Lulay im Rahmen seiner Bachelorarbeit im Arbeits-
kreis Dahint durchgefiihrt. Fiir die Systeme wurden lediglich Messun-
gen bei einem Anteil von 5 % [DMPG|durchgefiihrt. Dabei konnte in der Umgebung von
Wasser kein intaktes Oligolipidbilagensystem erhalten werden.

Um Messungen in Wasser durchfiihren zu kdnnen, bei denen die Modellmembranen
einen hoheren Anteil an geladenen Lipiden besitzen, missen diese um eine zusatz-
liche Komponente erweitert werden. Eine naheliegende Wahl wéren die in Bakteri-
enmembranen vorkommenden Hopanoide, die diese stabilisieren.l'%! Durch diesen
Schritt wiirden jedoch mit und einem verwendeten Hopanoid zwei neue Kom-
ponenten in die Membran eingebaut werden, deren Einflisse auf die Modellmembran
unbekannt sind. Zwar besitzt keine biologische Relevanz in Bakterienmembra-
nen, aber es kann den stabilisierenden Effekt der Hopanoide in den Membranen simu-
lieren. Der stabilisierende Einfluss von [Chol wurde bereits bei [NBFMessungen in Form
reduzierten Filmrauigkeiten in Kapitel[6.1]beobachtet. Die Beglnstigung der lamellaren
Struktur in Oligolipidbilagensystemen ist auch in der Literatur beschrieben.l22l Daher
wird [Chol verwendet, um die Stabilitat der geladenen Lipidfiime zu erhéhen, obgleich
damit von der Zusammensetzung des Oligolipidbilagensystems fiir Prokaryoten ab-
gewichen wird. Auf der anderen Seite kbnnen mit dem Modellsystem flir Prokaryoten
bestehend aus und auch komplexe eukaryotische Systeme mit
geladenen Lipiden beschrieben werden. 112l

Wie [SEFMessungen von Oligolipidbilagensystemen in Wasser belegen, steigert
deren Stabilitat. Durch héhere Anteile an bleiben substratgebundene Oligolipid-
bilagensysteme auch mit einem héheren DMTAP}Anteil im Kontakt mit Wasser stabil,
als das fur Systeme ohne der Fall ist. Wahrend ohne [Chol die Oligolipidbilagen-
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systeme bei DMTAPFAnteilen in der Membran von 0,5 % oder héher bei Kontakt mit
Wasser nicht stabil bleiben, kdnnen bei einem [CholtGehalt von 30 % bereits Gber 2 %
[DMTAPI in das Oligolipidbilagensystem eingelagert werden und die Systeme bleiben
auch nach Kontakt mit Wasser auf dem Substrat erhalten. Bei den Messungen mit
resultierten ahnliche Ergebnisse wie flir die Systeme mit[DMTAP!L Die Stabilitat
von Oligolipidbilagen mit geringen Anteilen positiv und negativ geladener Lipide in Ab-
hangigkeit vom [ChollGehalt sind zusammenfassend den Abbildungen 6.9 und zu
entnehmen.

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
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Abbildung 6.9. Stabilitit geladener [ DMPC-Oligolipidbilagensysteme in Wasser in Abhdngig-
keit von ihrem [DMTAP- und [Chol-Gehalt. Zur Uberpriifung der Stabilitdt wurden pro Punkt
mindestens drei Messungen durchgefiihrt. Neben den reproduzierbar stabilen Oligolipidbila-
gensystemen in Wasser mit griinen Punkten und den reproduzierbar instabilen Systemen mit
roten Punkten, gibt der Punkt der Farbe orange an, dass dieses System bei manchen Messun-

gen stabil bleibt, bei anderen hingegen nicht. Fiir diesen Messpunkt wurden keine einheitlichen
Ergebnisse erhalten.

Wie aus den Abbildungen und hervorgeht, sind die Systeme mit geladenen
Lipiden auBerst labil, sodass bereits ein geringer Anteil an geladenem Lipid ausreicht,
damit die Stabilitdt des Systems in Wasser nicht mehr gegeben ist.

Ein Vergleich der Abbildungen und ergibt, dass die Stabilititen der Systeme
mit und [DMTAPI sehr ahnlich sind. Einzig der Messpunkt bei 50 % ergibt
flr das System mit einfach positiv geladenem ein stabiles System, wohinge-
gen bei derselben Stoffmengenkonzentration mit[DMPG|das System nicht stabil bleibt.
Dabei kann anhand von Abbildung [6.9 abgelesen werden, dass innerhalb des darge-
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stellten Bereichs der Anteil an geladenem Lipid, bei dem das Oligolipidbilagensystem
in Wasser stabil ist, durch eine Erhéhung des [CholFAnteils von 10 % um etwa 1 %
erh6ht werden kann.

10 Oligobilagensystem intakt
i e Oligobilagensystem nicht intakt [

DMPG-Gehalt [%]
[6)]
|
I
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Abbildung 6.10. Stabilitidt geladener[DMPC-Oligolipidbilagensysteme in Wasser in Abhdngig-
keit von ihrem[DMPG- und[Chol-Gehalt. Griine Punkte geben an, dass das Oligolipidbilagen-
system reproduzierbar nach der Zugabe von Wasser intakt bleibt. Auf der anderen Seite geben
die roten Punkten an, dass das System nach der Wasserzugabe reproduzierbar nicht intakt
bleibt.

Einen véllig anderen Zugang zu dem Themengebiet geladener Oligolipidbilagensyste-
me und deren Stabilisierung wahlten Cowley et al., die anstelle von Wasser auf Dex-
tranlésung zurtickgriffen. Durch die Zugabe von Dextran wird dabei von auf3en ein
osmotischer Druck aufgebaut, der die Bilagen zum Substrat hin zusammendrickt, so-
dass der elektrostatischen AbstoBung durch die geladenen Lipide eine externe Kraft
entgegenwirkt, um die Stabilitdt des Systems zu gewahrleisten. Selbst bei lediglich
5 % DMPGIEinlagerung in ein Gemisch aus unterschiedlichen Lipiden mit einer [PCH
Kopfgruppe resultierten trotz 10 %-iger Dextranlésung Wiederholeinheitendicken von
tiber 100 A.F33 Deren Resultate legen in Kombination mit den in dieser Arbeit ge-
zeigten Ergebnisse den Schluss nahe, dass bereits geringe DMPGFKonzentrationen
im Oligolipidbilagensystem zu einer sehr starken Repulsion der Bilagen fihren. Diese
fihrt dazu, dass in Wasser substratgebundene Oligolipidbilagensysteme bestehend
aus DMPClund einem geladenen Lipid nicht stabil sind und sich stattdessen abldsen.
An dieser Stelle wird nicht auf eine Dextranlésung zurtickgegriffen, sondern es wird
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eruiert, bei welchem Anteil an geladenen Lipiden das Oligolipidbilagensystem in Was-
ser noch stabil ist, ohne dabei einen externen osmotischen Druck zur Stabilisierung
des Systems aufzubauen. [SE-Messungen zeigten, dass durch die Einlagerung des
Proteins Gramicidin in die Lipidmembranen die Stabilitdt von Oligolipidbilagensyste-
men noch weiter erhéht werden kann und diese auch mit hohen Anteilen geladener
Lipide bei Kontakt mit Wasser stabil bleiben. Systeme bestehend aus 30 % [Choll
20 % Gramicidin, 30 % IDMPC|und 20 % geladenem Lipid I6sen sich auch Uber meh-
rere Stunden nicht beim Kontakt mit Wasser ab. Das gilt gleichermafen fur Oligolipid-
bilagensysteme mit DMPG| und fur Systeme mit DMTAP! Die zugehérigen Messungen
sind im Anhang in Abbildung [E.1] dargestellt.

Anhand der in den den Abbildungen[6.10|und|[6.9|dargestellten Ergebnisse lassen sich
stabile Systeme auswahlen, die mit[NB-Messungen naher charakterisiert werden kén-
nen. Dies erfolgt im nachfolgenden Unterkapitel [6.4]

6.4 Neutronenreflexionsmessungen an geladenen Oligolipidbila-
gensystemen

Geman den [SEFMessungen resultiert bereits bei geringen Anteilen an geladenen Li-
piden in den Membranen ein instabiles Gesamtsystem in Wasser. Es wird daher ver-
mutet, dass bei den Anteilen an geladenen Lipiden, die noch stabile Systeme ermdg-
lichen, die Gleichgewichtsabstédnde aufgrund der Coulomb-Repulsion gréBer sind, als
das far rein zwitterionische Membranen der Fall ist. Da der Anteil an geladenen Lipiden
jedoch verhaltnismafig gering ist, stellt sich die Frage, wie stark der Gleichgewichts-
abstand durch die Einlagerung tatsachlich beeinflusst wird.

Im Unterkapitel [6.4.1] sind die erhaltenen Bilagenabstande dargestellt, wahrend in Ab-
schnitt die Langlebigkeit der Systeme thematisiert wird.

6.4.1 Quellverhalten

Aufgrund der sehr geringen Anteile an eingebauten geladenen Lipiden und der Tat-
sache, dass die beiden geladenen Lipide dieselbe 1,2-Dimyristoyl (DM)-Kettengruppe
besitzen wie DMPC], wird zur Anpassung der [NBFDaten von dem analogen Modellen
ohne geladenes Lipid ausgegangen, wie sie fir die unterschiedlichen [CholtAnteile in
den Tabellen [4.7}4.4] gelistet sind.

Die mittels NBFMessungen ermittelten Dicken der Wiederholeinheiten und der Was-
serzwischenschichten der Systeme, welche in Unterkapitel als stabil identifiziert
wurden, sind in der Tabelle[6.9und den Abbildungen[6.11|und[6.12]dargestellt. Die Da-
ten und Anpassungen einiger ausgewahlter Systeme werden im Folgenden nochmals
aufgegriffen und dargestellt. In diesem Abschnitt wird der Fokus auf die Wiederholein-
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heitendicke und die Wasserzwischenschichtdicke gelenkt.

Tabelle 6.9. Erhaltene Dicken der Wiederholeinheit und Wasserzwischenschicht geladener Oli-
golipidbilagensysteme in Wasser bei 20,0 °C anhand der [NR-Messungen.

System Dicke Wiederhol- | Dicke Wasser-
einheit [A] zwischenschicht [A]

20 % [Chol 49:1 66,65 + 0,06 18,78 + 0,06

20 % [Chol 49:1 66,66 + 0,02 18,79 + 0,02

30 % [Chol 49:1 63,07 + 0,13 15,31 £ 0,13

30 % [Chol 39:1 64,05+ 0,12 16,29 + 0,12

30 %[Chol 49:1 63,07 + 0,13 15,31 £ 0,13

30 %[Chol 39:1 DMPCIDMTAP | 64,05 + 0,12 16,29 + 0,12

30 % [Chal 55:1 71,70 £ 0,06 23,94 + 0,06

50 %[Chol 9:1 DMPCIDMTAP] | 62,23 + 0,06 -

Wie in den Abbildungen [6.11] und [6.12| zu erkennen ist, liegt die Streuung der Mess-

punkte ohne geladene Lipide in einem &hnlichen Bereich wie auch fur die Filme mit
geladenen Lipiden. Da die Stabilitat der Bilagensysteme durch die Einlagerung der
geladenen Lipide stark abnimmt, ist die Prasenz geladener Lipide in den Oligolipid-
bilagensystemen anhand der Anderung der Eigenschaften klar ableitbar. Ob sich die
Zusammensetzung der Oligolipidbilagenstrukturen vollumfénglich 1:1 mit der Zusam-
mensetzung der Losung vor der Rotationsbeschichtung deckt, kann anhand der in der
Arbeit verwendeten Messmethoden nicht abschlieBend geklart werden.
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Abbildung 6.11. Dicke der Wiederholeinheit des[DMPC-Oligolipidbilagensystems in Wasser in
Abhéangigkeit von dem[Chol-Gehalt und dem Anteil an geladenen Lipiden.

Der einzige hervorstechende Messpunkt wurde mit 30 % und einem Stoffmen-
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genverhaltnis DMTAPIDMPC| von 1:55 gemessen. Das Ergebnis ist deshalb sehr ver-
wunderlich, da bei einer hdheren Konzentration an geladenem Lipid von 1:39 bei dem-
selben [CholFAnteil eine geringere Quellung beobachtet wird.
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Abbildung 6.12. Wasserzwischenschichtdicke des[DMPC-Oligolipidbilagensystems in Abhédn-
gigkeit von dem[Chol-Gehalt und dem Anteil an geladenen Lipiden.

Um die Wiederholeinheitendicken der geladenen Systeme gesichert quantifizieren zu
kénnen, massten Wiederholungsmessungen durchgeflhrt werden, um eine bessere
Statistik zu gewahrleisten.

Wie in den Kapiteln 4.4] und [6.2] thematisiert wurde, ist es fir die Lipid{NP}Interaktion
an frei schwimmenden Bilagen essentiell, dass die Bilagenabstande gréBer sind als die
[NPL. Um zu eruieren, ob dies der Fall ist, werden die in Abbildung dargestellten
Wasserzwischenschichtdicken mit den GréBen der von Christian Busch (AK Dahint)
synthetisierten [NP| verglichen, wie sie in Tabelle [6.10] dargestellt sind. Mit den in Ka-
pitel beschriebenen Synthesen werden die in Tabelle gelisteten [AuNP] 1, 2
und 3 sowie die erhalten. Die GréBenbestimmungen erfolgten in Form von
[DLSFMessungen.

Tabelle 6.10. Mittels erhaltene GréBen und ¢-Potentiale der verwendeten [NP] bei 20,0 °C.

NP am haufigsten auftretender [PDI | ¢-Potential
Durchmesser der Verteilung [A] [mV]

Au 1 42 0,308 | 63,0+6,8

Au 2 101 0,426 | 60,1 £ 13,5

Au 3 500 0,394 | 65,1 £ 17,2

TiO, 6,5 0,936 | 21,8 £ 12,2

Da jedoch ein Vergleich der Tabellen und offenbart, dass die resultierenden
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Wasserzwischenschichtdicken kleiner sind als die zur Verfligung stehenden [NP, kann
bei einer Zugabe der NPl nicht davon ausgegangen werden, dass die [NP] in die Zwi-
schenschichten vordringen kénnen, um anschlieBend mit den Bilagen zu interagieren.
Es ist daher nicht zielfihrend, die NBF-Messzeit in Wiederholungsmessungen von Sys-
temen zu investieren, dessen Bilagenabstande fiir die Uberpriifung der Interaktion mit
[NPl ungeeignet sind, obgleich die Dicken der Wiederholeinheiten dadurch gesicherter
hatten angegeben werden kdénnen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass durch die Einlagerung von geladenen
Lipiden die Stabilitat der Oligolipidbilagensysteme deutlich gesenkt wird und gleich-
zeitig die Gleichgewichtsabstande der Bilagen zueinander bei stabilen Systemen nicht
bedeutend zunehmen.

6.4.2 Langzeitstabilitat

Im September 2019 bot sich am HZBl an die Méglichkeit, eine Uberpriifung der
Langzeitstabilitat eines 30 % 1:111 Oligolipidbilagensystems bei
20,0 °C durchzufthren. Dabei wurde derselbe Film in wassrigem Milieu Ende Septem-
ber 2019 und Anfang November 2019 charakterisiert. In der Zwischenzeit ist das in
Abbildung [3.2] dargestellte Reservoir ausgetrocknet, aber wie an den Messergebnis-
sen in Abbildung [6.13] zu erkennen ist, beinhaltete die Probenkammer an sich noch
schweres Wasser.

100 e 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
* 30 % Chol DMTAP:DMPC 1:111 2019/09
107 Anpassung
] * 30 % Chol DMTAP:DMPC 1:111 2019/11
-2 |
10 E[p—y Anpassung
] <
10° 5 ‘_‘_;;_
. =
X 104
10°
10°
107
10 ' | ' | ' | ' | ' | ' |
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
QAT

Abbildung 6.13. Zu sehen sind die [NB-Daten des Oligolipidbilagensystems aufgebaut aus
30 % [DMTAPIDMPQC 1:111 gemessen kurz nach der Wasserzugabe und sechs Wochen
danach bei 20,0 C.
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Die zugehdrigen Anpassungen sind ebenfalls in Abbildung dargestellt, wahrend
die abgeleiteten Parameter in Tabelle [6.11] gelistet sind.

Bei der ersten Charakterisierung des Systems Ende September konnte, aufgrund der
endenden Messzeit, nicht mit Sicherheit verifiziert werden, ob sich das System bei der
Messung bereits im Gleichgewichtszustand befand. Die angepasste Auflésung A||76|| in
Tabelle deutet daraufhin, dass sich das direkt vermessene System noch nicht
im Gleichgewicht befand. Die Daten, welche sechs Wochen spater erhoben wurden,
konnten hingegen mit einer Auflésung angepasst werden, die im Bereich der Instru-
mentenaufldésung liegt.

Die Wasserzwischenschichten dy» und dy3 nahmen zu, was darauf zurlickzufiihren
sein kénnte, dass der vermessene Film vor der ersten Messung Ende September noch
nicht vollstdndig den Gleichgewichtszustand erreicht hatte. Innerhalb der sechs Wo-
chen nahm die [SLDl des Wassers auf einen sehr niedrigen Wert ab. Dies wird auf den
[SLDFUnterschied zwischen schwerem Wasser mit 6,38 - 10 A2 und leichtem Wasser
mit -0,56 - 10® A2 zuriickgefiihrt.™® Trotz des Abdichtens des Reservoirs mit Parafilm
kam es offensichtlich zu einem Kontakt des Reservoirs mit der Umgebung, was sich
in einem Austausch des schweren Wassers in der L6sung mit dem leichten Wasser in
der Umgebung und somit in einer Absenkung der angepassten fir Wasser nie-
derschlagt.

Der Lochanteil bleibt Gber die sechs Wochen unverandert. Die Bilagenanzahl - und so-
mit die Gesamtschichtdicke - nimmt hingegen im Verlauf der sechs Wochen ab. Selbst

Tabelle 6.11. Parameter der [NBIAnpassung der 30 % DMTAPIDMPCI 1:111-Oligo-
lipidbilagen in schwerem Wasser bei 20,0 °C.

Parameter 2019/09 2019/11

S o] 6,6 3,3

> [A] 5,05 + 0,06 7,67 + 0,05
ipsi 0,140 + 0,001 0,149 + 0,001
N 9 (33 %) & 15 (67 %) | 9 (33 %) & 10 (67 %)
dicops [A] 10,81 10,81

dw1 [A] 1,0+0,3 1,0£0,2

dw- [A] 6,98 + 0,02 7,38 £ 0,02
dws [A] 12,0 £ 0,2 13,5+0,2
P51 Wasser [108 A2] | 5,77 + 0,01 4,92 + 0,01
Lochanteil [%)] 26,2 £ 0,1 26,2 £ 0,1
dwn [A] 63,90 + 0,02 64,30 + 0,01
dges [A] 705,8 + 0,4 560,4 + 0,3
x2 9.087 6.582
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nach dieser Zeitspanne waren jedoch noch hinreichend viele Bilagen vorhanden, um
eine Anpassung vornehmen zu kénnen. Eine Langzeitstabilitdt auch bis hin zu mehre-
ren Wochen ist somit fir den Grof3teil des Systems gegeben.

Wie die und [NBFMessungen zeigen, sind die Systeme mit deutlich stabiler,
als das fir reine DMPCl-Filme ist. Die bestimmte Rauigkeit der Lipidbilagen im wassri-
gen Milieu ist ebenfalls bei der Anwesenheit von [Chol geringer. Wahrend geman Sal-
ditt!'>) DMPC}Systeme (iber vier Wochen stabil sind, konnte an dieser Stelle gezeigt
werden, dass Oligolipidbilagensysteme mit 30 % und einem DMTAP}Anteil von
knapp oberhalb von 0,6 % zum Grof3teil fir sechs Wochen stabil bleiben. Dabei ist
zu beachten, dass bei einem Multilagensystem - mit sehr viel mehr Bilagen - der hier
beschriebene Lagenverlust von finf Bilagen Uber einen Bereich von 66 % des Filmes
nicht detektierbar ware.

Um die DMPC}Oligolipidbilagensysteme mit und ohne noch weiter zu charakte-
risieren, werden im folgenden Unterkapitel Strémungspotentialmessungen einge-
schoben, um den Einfluss durch besser zu ergriinden.

6.5 Einfluss auf das Stromungspotential durch die Einlagerung
von in DMPCHOligolipidbilagensysteme

Mithilfe der Strémungspotentialmessungen werden die bisherigen Ergebnisse komple-
mentar ergénzt. Dabei wird neben dem [DMPC}System ebenfalls ein System mit [Chol
untersucht.

Das (-Potential von und 70 % 30 % wurde in Abhangigkeit von
dem pH-Wert untersucht. Dabei ist vor allem das Zeta-Potential bei einem pH-Wert
von 6 und 7,4 von Interesse, um das sowohl den pH-Bereich reinen Wassers an Luft
als auch den physiologischen pH-Wert abzudecken.l126 S- 87118 S. 1811 Djg notwendige
Leitfahigkeit wird dadurch gewéhrleistet, dass die Messungen in 1 mM Kaliumchlorid-
|6sung durchgefihrt wurden. Die Messdaten und die zugehdérige Anpassung sind in
Abbildung dargestellt.

Die Anpassungen der Daten in Abbildung erfolgte mithilfe einer Boltzmannfunk-
tion. Der Grund fur die Wahl der Funktion ist, dass mit ihrer Hilfe eine geeignete In-
terpolation der Daten erfolgt. Die Boltzmannfunktion flr diese Anpassungen sind in
Gleichung [6.1]dargestellt.

Al — Ay

1 + eXp (pH _prO)

C(pH) =

+ A, (6.1)

Dabei handelt es sich bei A; um den Grenzwert des (-Potentials bei niedrigen pH-
Werten und bei A, um den Grenzwert des (-Potentials bei hohen pH-Werten. Der
Parameter b nimmt starken Einfluss auf die Steigung der Funktion und pH, gibt an, bei
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welchem pH-Wert der Mittelwert aus A; und A, erreicht wird.

e 100 % DMPC Anpassung
20 * 70 % DMPC 30 % Cholesterol Anpassung |
0 \\ o isoelektrischer
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|
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Abbildung 6.14. Strémungspotentialsmessungen von [DMPC- und 70 % 30 % [Chol-
Oligolipidbilagen auf Silizium in 1 mM Kaliumchloridlésung im pH-Bereich von 2 bis 9.

Um den isoelektrischen Punkt (IEP) zu bestimmen, muss ¢ (pH) = 0 gelten. Somit
ergibt sich aus Gleichung [6.1]der in Gleichung [6.2] abgeleitete pH-Wert.

pH(EP) = pHy + b - In ("‘214;2’41 _ 1) (6.2)

Der Fehler des durch Gleichung ermittelten pH-Werts ergibt sich mithilfe GauB3-
scher Fehlerfortpflanzung in Gleichung [B.4] welche im Anhang in Kapitel [B|dargestellt
ist.[124.S-81t] Anhand der Parameter aus den Gleichungen [6.2] und kann der [EP)
bestimmt werden. Zur Ermittlung der Hydrophobie der beiden Systeme ist die Stei-
gung des (-Potentialverlaufs von Interesse.l'34 Diese wird durch das Differenzieren
der Gleichung nach dem pH-Wert ermittelt. Durch Differenzieren ergibt sich flr die
Steigung an der Stelle pH,, bei dem der Mittelwert aus beiden Grenzwerten A; und A,
erreicht wurde, der in Gleichung dargestellte Zusammenhang, dessen Fehler sich
mithilfe GauBscher Fehlerfortpflanzung aus Gleichung [B.5] ergibt. 24 S 811

9¢ A - A

OpH |y, 4 b (6.3)

Die Parameter sowie die daraus abgeleiteten GréBen sind fir die beiden Messungen
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in Tabelle dargestellt. Aufgrund des groB3en Fehlers A A, sind die abgeleiteten
Parameter, wie der [EP] und die Steigung, ebenfalls stark fehlerbehaftet. Da A, fir die
Betrachtung ohnehin nicht von gro3er Bedeutung ist und A; mithilfe der Anpassung
vergleichsweise scharf bestimmt werden konnte, wird im Folgenden zusatzlich eine
lineare Regression flr beide Filme im Bereich um den [EPl und den Wendepunkt pH,
durchgefiihrt. Die Anpassungen sind in Abbildung [6.15|dargestellt.

04— b e e e _
1° e 100 % DMPC Anpassung f
] e 70 % DMPC 30 % Cholesterol Anpassung F
10 -
SN \ isoelektrischer -
E Punkt g
I
g -10- -
o
a ]
© ] C
-30 4 -
-40 : T T T T T T | T T T T T T T T T | T T T T T T T T T
3 4 5
pH (1 mM KCI)

Abbildung 6.15. Strémungspotentialsmessungen von [DMPC- und 70 % 30 % [Chol-
Oligolipidbilagen auf Silizium in 1 mM Kaliumchloridlésung im pH-Bereich von 2,3 bis 5 mit
linearer Anpassung.

Die verwendete Funktion zur Anpassung der Messdaten in Abbildung ist Glei-
chung[6.4] zu entnehmen. Zur Berechnung des [EPI wird Gleichung[6.5|verwendet. Der
Fehler ApH ([EP) ergibt sich gemaf Gleichung im Anhang.

C(pH) = m - pH + (o (6.4)

pH(EP) = < (6.5)

m

Da die [NBF und [XBRB-Messungen in Wasser ohne Puffer und somit etwa bei einem pH-
Wert von 6 durchgefihrt wurden, sollte besonders dieser Bereich bei Abbildung
betrachtet werden. Dabei ist zu sehen, dass der Betrag des (-Potentials fir das Sys-
tem bestehend aus 30 % 70 % deutlich hoher ist. Gemai Tabelle [6.8]
ist die Wasserzwischenschichtdicke jedoch fiir DMPCHOligolipidbilagensysteme mit ei-
nem [Chol-Anteil von 30 % geringer als fir Filme ohne Wie aus den Werten in
Tabelle abgeleitet werden kann, ist die Wasserzwischenschichtdicke fir Systeme
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Tabelle 6.12. Parameter und daraus abgeleitete Gré3en der Strémungspotentialmessungen
von[DMPC} und 70 % [DMPC] 30 % [Chall-Oligolipidbilagen mittels Boltzmannfunktion und linea-
rer Anpassung. Die Messungen wurden von Anton-Paar durchgefihrt.

Parameter 100 % 70 % 30 %
pH, 4,09+0,08 |3,77%0,10
b 1,07+0,06 | 1,19+0,06
A, [mV] 31,7432 |352+4.2
Ay [MV] 56,0+0,9 |-69,7+0,8
v 2,08 0,90
il 12| | 20414 221414
[EP(Boltzmann) | 3,48 + 0,14 | 2,96 + 0,18
Co [MV] 60,3+ 0,8 |59,0%0,8
m [%} 17,6+0,2 | -20,2+0,2
z2 0,44 0,31
[EP{linear) 3,43+0,06 |2,930,05

mit 30 % [Chollum 6 Standardabweichungen geringer als fir Filme ohne [Choll

Das heif3t, dass die elektrostatische Repulsion der Bilagen, die aufgrund des gemesse-
nen (-Potentials existiert, nicht die dominante Kraft fiir die Gleichgewichtsabstande der
Bilagen sein kann, da sie flir h6here Wasserzwischenschichtdicken bei Filmen mit[Choll
sorgen wirde. FUr die erhaltenen Bilagenabstande muss eine andere Kraft verantwort-
lich sein. Das deckt sich mit der Publikation von Rand, in der flr Bilagenabstédnde von
unter 20 A die in Kapitel beschriebene Hydratationskraft als dominante Kraft im
Vergleich zur elekirostatischen Wechselwirkung genannt wird. 131 S- 28111 Geman Cow-
ley et al. ist dies sogar bis zu Bilagenabstanden von 30 A der Fall.[33 Somit spielt fur
die Hydratationskraft die Hydrophilie der Membranen eine entscheidende Rolle. An-
hand der Strdbmungspotentialmessungen kann ermittelt werden, welches System die
héhere Hydrophilie besitzt.

Der Grenzwert des (-Potentials fir hohe pH-Werte A, kann der Boltzmannanpassung
entnommen werden und liegt bei 30 % 70 % [DMPClOligolipidbilagensystemen
bei -(69,7 + 0,8) mV, wahrend er fiir 100 % [DMPCI-Systeme bei -(56,0 + 0,9) mV liegt.
Geman der Literatur besteht eine Korrelation zwischen gemessenem Kontaktwinkel
und dem gemessenen ¢-Potential. 1251~ 1371 Petrinic et al. verweisen darauf, dass hydro-
phobe Polymere eine hdhere Affinitat besitzen, Hydroxidionen bei hohen pH-Werten
zu absorbieren, als das fur hydrophilere Polymere der Fall ist.38 GemaR der durchge-
fihrten Anpassungen liegt der Unterschied fur A, bei (13,7 = 1,2) mV. Die Abweichung
betragt mehr als 11 Standardabweichungen, sodass die Abweichung statistisch signi-
fikant ist. Der Grenzwert flr das System, bei dem 30 % eingelagert wurde, ist
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deutlich starker negativ. Demnach ist der Film mit[Chol geman Petrinic et al. hydropho-
ber. 138l

Gemalf Ferraris et al. ist die Steigung in einem (-Potential-pH-Diagramm fir hydro-
phobe Stoffe gréBer, als das fir hydrophile Materialien der Fall ist, da die nur schwach
gebundenen Wassermolekile leicht durch lonen aus der Lésung ausgetauscht werden
kénnen, sodass eine stirkere Anderung des ¢-Potentials bei einer Anderung des pH-
Wertes resultiert.l'34l Die Steigungen der Zeta-Potentialverlaufe sind in Tabelle |6.12
gelistet. Dabei wird ersichtlich, dass die Steigung der Boltzmannfunktion am Wende-
punkt erwartungsgeman grofer ist als die mithilfe von Ausgleichsgeraden Uber einen
gréBeren Bereich gemittelte Steigung. Wahrend sich die Boltzmannfunktion sehr gut
eignet, um bei hohen pH-Werten den Grenzwert des (-Potentials zu bestimmen, eig-
net sich die lineare Regression sehr gut, um den [[EP] und die Steigung in diesem
Bereich zu ermitteln. Der [EPI liegt fir reines Uber 6 Standardabweichungen
tiber dem Wert fiir den Film, der 30 % [Chol beinhaltet. Fiir eine Bilage bestehend aus
unterschiedlichen Lipiden mit einer PCHKopfgruppe fanden Petelska et al. einen [EP]
von 4,15.139 Aufgrund der unterschiedlichen Filmzusammensetzung ist ein genauer
Vergleich nicht mdglich, aber der [EP liegt sowohl bei der vorliegenden Messung als
auch in der der Literatur im sauren Milieu. Die Steigung des Films mit 70 %
30 % liegt um mehr als 8 Standardabweichungen Uber der erhaltenen Steigung
des Films bestehend aus reinem DMPC| Somit kann sowohl durch den Grenzwert bei
hohen pH-Werten als auch durch die Steigung darauf geschlossen werden, dass durch
die Einlagerung von in die Oligolipidbilagensysteme diese hydrophober werden.
Dieses Ergebnis steht in Einklang mit den Resultaten aus der Literatur fir vergleichba-
re Systeme. 8711125

Durch die héhere Hydrophobie des 70 % 30 % [Chal-Oligolipidbilagensystems
im Vergleich zu reinem ist bei Ersterem die Hydratationskraft geringer, da diese
in einem Zusammenhang damit steht, wie schwer es ist, Wasser von der Membrano-
berflache zu entfernen, wenn sich die Membranen anndhern.13% S 2811l Dijeser Effekt
Ubersteigt die starkere Coulomb-Repulsion, sodass trotz des héheren (-Potentials ein
geringerer Bilagenabstand mit 30 % [Choll resultiert.

Wie aus der Abbildung [6.14] und der Tabelle [6.12) hervorgeht, sind die (-Potentiale der
Systeme flur pH-Werte von Uber 3,43 negativ. Da bei pH-Werten im Bereich von circa 6
bis 7,4 gearbeitet wird, liegen negative (-Potentiale vor. Es ist daher zu erwarten, dass
gerade mit positiv geladenen lonen bzw. NPl eine besonders starke Interaktion auftritt.
Nach diesem Einschub wird im folgenden Abschnitt[6.6] die Wechselwirkung zwischen
[A&uNPI und geladenen Oligolipidbilagensystemen mit[Chollin Wasser untersucht.
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6.6 Interaktion von geladenen Systemen mit

Die Interaktion mit[AuNPl und DMPC}Systemen mit geladenen Lipiden und [Chal soll in
Wasser untersucht werden. Dabei missen zunéachst die der Komponenten the-
matisiert werden.

Die von Gold liegt mit 4,67 - 10® A2 sehr nahe an der der solvatisier-
ten Kopfgruppen mit 3,88 - 10 A2 und zwischen den des Kettenbereichs mit
-0,245 - 10® A2 und schwerem Wasser mit 6,38 - 10 A2.l89 Aufgrund der vorhan-
denen Lochanteile liegt die somit resultierende des Kettenbereichs mit Lochern
naher an der von Gold, als es fur Kettengruppen ohne Defekte der Fall ist. So
liegt beispielsweise die des Kettenbereichs mit 30 % Wasseranteil bereits bei
1,74 - 10 A2, wahrend in diesem Fall die des Kopfgruppenbereichs mit 30 %
Wasseranteil bei 4,63 - 10 A2 betragt und somit sehr nahe an der[SLDIvon Gold liegt.
Damit sich die[SLDleiner Komponente des Systems signifikant &ndert, muss die AuNP+
Einlagerung sehr stark ausfallen, um in dem angelagerten Bereich einen Volumenan-
teil von mehreren Prozent auszumachen. Dies wirde sich in den Eigenschaften des
Systems sehr stark bemerkbar machen, da geman Gleichung beispielsweise pro
[AuNP]der GroBe 2,5 nm 124 positive Ladungen und ein[AuNPlder GréBe 5 nm 494 po-
sitive Ladungen resultieren. Gleichzeitig wére die damit verbundene [SLDFAnderung im
betreffenden Bereich nur schwerlich von einem héheren Anteil an mit Wasser geflllten
Léchern innerhalb des Oligolipidbilagensystems zu unterscheiden, da beide Phano-
mene zu einer Erhéhung der [SLDI fiihren.

Aufgrund des geringen [SLDFUnterschied zwischen Gold und den solvatisierten Kopf-
gruppenbereichen mit 30 % Léchern von 0,04 - 10 A2, ist es nur sehr schwer még-
lich eine Einlagerung der[NPlim Kopfgruppenbereich nachzuweisen. Im Kettenbereich
fihren derweil sowohl die [NP}Einlagerung als auch die Zunahme von Lochanteilen
zu einer Erhohung der [SLDL Bei der Anpassungen der [NBFDaten wird mit densel-
ben Modellen gearbeitet wie ohne die Anwesenheit von [NPl Dabei wird davon aus-
gegangen, dass etwaige [SLDF-Anderungen primar auf die Erhdhung von Lochanteilen
zurlickzufihren sind, welche ebenfalls eine Folge der Lipid{NP}Interaktion waren. Es
stellt sich die Frage, ob die Interaktion von [AuNP| mit den Modellsystemen beobachtet
werden kann und falls dies gelingt, ob auch der Ort der Interaktion festgestellt werden
kann. Hierbei werden zuerst in Unterkapitel positiv geladene Oligolipidsysteme
mit 30 % betrachtet, wahrend im anschlieBenden Abschnitt negativ gela-
dene Oligolipidsysteme im Mittelpunkt stehen. Dabei werden besonders der Ort der
[AuNPI-Einlagerung und weitere Veranderungen anderer Parameter durch [AuNPI the-
matisiert.
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6.6.1 30 % [Chol[DMTAP:DMPCI 1:55

Bei den in Tabelle gelisteten Werten fir die geladenen Oligolipidbilagensysteme
in Wasser fallt besonders das System 30 % [Chol [ DMTAPHDMPC] 1:55 auf, da es als
einziges System eine Wasserzwischenschichtdicke aufweist, die breiter ist als 20 A.
Nach der Charakterisierung dieses Systems in Wasser erfolgen nun Messungen mit
den [AuNP] 1, die in Tabelle mit einer GréBe von circa 4,2 nm aufgelistet sind,
bei einer Konzentration von 10 £ und 69 ¥ Die Messdaten sind in Abbildung
dargestellt.

100 - | ! | ! | ! | L | L |
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Abbildung 6.16. Dargestellt sind [NR-Daten der Bilagensysteme bestehend aus 30 % [Chol
1:55 in schwerem Wasser bei 20,0 <C mit einer zugehdrigen Anpassung. Wéh-
rend sich bei der ersten Messung keine [NB in der L6sung befanden, wurde anschlieBend die
[NP-Konzentration auf 10 £9 und anschlieBend auf 69 £5 erhéht.

Die Messwerte in Wasser und bei einer [NP-Konzentration von 10 t3 kénnen aufgrund
des sehr breiten Bragg-Peaks nicht mit dem in Abbildung dargestellten Modell
angepasst werden. Stattdessen wurden die Messpunkte in RQ*-Darstellung gegen Q
aufgetragen und mithilfe einer symmetrischen Funktion die Lage des Maximums be-
stimmt. Dies ist im Anhang in den Abbildungen und [D.7] dargestellt. AnschlieBend
wird aus der Lage der Maxima mittels Gleichung die Dicke der Wiederholeinheit
abgeleitet. Wahrend diese vor der NPl Zugabe noch (71,70 + 0,06) A betrug, sank sie
auf (63,87 £ 0,08) A in einer Umgebung von 10 ¥ [AuNP ab.

Denkbare Erklarungen ware entweder eine Einlagerung von positiv geladenen [AuNP|
in das System, welche das negative (-Potential des Systems anheben und dadurch
den Betrag des (-Potentials absenken. Folglich resultiert eine geringere AbstoBung
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der Bilagen untereinander. Ebenfalls denkbar ware, dass die [AuNP| nicht mit dem Sys-
tem interagieren und lediglich die lonenstérke in der Lésung erhdéhen und damit die
Bilagen gegeneinander besser abschirmen, was zu einem geringeren Gleichgewichts-
abstand fihrt.

Bei [QCMD}Messungen von Oligolipidbilagensystemen mit 70 % 30 % in
Wasser resultiert reproduzierbar bei der Inkubation mit[AuNPleine leichte Massendichte-
und Dampfungsabnahme. Demnach wird davon ausgegangen, dass ausschlief3lich ei-
ne moderate Abtragung der Lipide, aber keine Einlagerung der [AuNPI in die Oligo-
lipidbilagensysteme erfolgt. Durch die geringflgige Substitution des zwitterionischen
durch positiv geladenes wird die Interaktion mit positiv funktionalisier-
ten [BUNP| weiter reduziert. Somit wird die Anderung der Bilagenabstinde durch die
Zugabe von [NP] auf die erhéhte lonenstérke in der Lésung und die damit verbundene
stérkere Abschirmung der Bilagen untereinander zurlickgefihrt.

Um zu eruieren, ob die vorliegende lonenstarke flr eine Abschirmung sorgen kdnnte,
wurde diese im Anhang in Kapitel [D] fir dieses System abgeschétzt. Die Abschétzung
stitzt die These, dass bei diesen Konzentrationen eine Abschirmung auftreten kann,
die zur Verringerung der Coulomb-Repulsion flihrt. Das hief3e jedoch gleichzeitig, dass
bei diesem System neben der Hydratationskraft auch die Coulomb-Repulsion eine ent-
scheidende Rolle - zumindest vor der [AuNP}Zugabe - spielt.

Die Wiederholeinheitendicken in Wasser und bei einer [NP-Konzentration von 10 22
liegen demnach im Bereich der anderen Systeme mit 30 % [Cholin schwerem Wasser,
wie sie in Abbildung [6.11]dargestellt sind.

Eine weitere Erh6hung der [NPl-Konzentration auf 69 £ fiihrt dazu, dass anstelle des
Oligolipidbilagensystems nur noch eine substratgebundene Bilage vorliegt. Diese be-
sitzt geman dargestellter Anpassung eine Dicke von (54,9 + 1,6) A. Dies deckt sich mit
den in Tabelle aufgefihrten Werten unter der Annahme, dass hier eine Bilage mit
solvatisierten Kopfgruppen vorliegt. Die Bilagendicke fir Systeme mit 30 % an
Luft liefert geman Kapitel Bilagendicken von (49,8 + 0,4) A. Die Bilagendicke bei
einer [AuNP}-Konzentration von 69 2 liegt somit 3,1 Standardabweichungen Uber der
Bilagendicke an Luft. Die Diskrepanz kénnte auf einen leicht erhéhten Wasseranteil in
den Bilagen in wassriger Losung - und somit einem etwas gro3eren Kopfgruppenbe-
reich verglichen mit der Messung an Luft - zurlickzuflhren sein.

Der Bilagenabstand nimmt bei der ersten [AuNPFZugabe ab. Diese Beobachtung ist
vermutlich auf die damit verbundene Erhéhung der lonenstarke zurtckzufihren, was
zu einer Verringerung der Coulomb-Repulsion der Bilagen untereinander und dadurch
zu einer Verkirzung des Bilagenabstandes flhrt. Hingegen bleibt bei einer sehr hohen
[AuNPI-Konzentration von 69 £ das Oligolipidbilagensystem nicht intakt. Lediglich die
substratgebundene Bilage bleibt erhalten. Dies wird darauf zuriickgefuhrt, dass bei der
hohen[AuNPFKonzentration die freischwimmenden Bilagen von dem Substrat abgeldst
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werden, wobei der dabei auftretende Mechanismus nicht klar ist.

Um eine potentielle Interaktion bei geringen[AuNP}Konzentrationen zwischen den Mem-
branen und den positiv funktionalisierten [AuNPI feststellen zu kdnnen, wird im folgen-
den Unterkapitel [6.6.2] ein Oligolipidbilagensystem mit einem geringen Anteil an nega-
tiv geladenen Lipiden den [AuNPl ausgesetzt.

6.6.2 30% 1:49

Um eine hoéhere Interaktion mit positiv funktionalisierten [AuNP| zu erreichen, wird ein
System gewahlt, bei dem der [Chol-Anteil 30 % betragt und das Stoffmengenverhaltnis
1:49 entspricht. Der Anteil an DMPG| wird dabei so gering gehalten, da
es geman Abbildung[6.10]nicht mdglich ist, ein Oligolipidbilagensystem mit hohem La-
dungsanteil und nur den Komponenten und zu generieren, das in Wasser
stabil ist. In Abbildung [6.17|sind die NRFMessungen dargestellt.

Nach der Charakterisierung des Systems in Wasser wurden die gleichen [AuNP] wie
im vorangegangenen Abschnitt [6.6.1] zugegeben und das System nach 8 h 8 min (1),
10 h 11 min (2), 12 h 19 min (3) und nach 20 h 37 min (4) untersucht. Wie Abbil-
dung entnommen werden kann, liegen zwei Bragg-Peaks vor, wobei diese offen-
sichtlich keine Vielfachen voneinander sind. Es missen daher zwei unterschiedliche
Wiederholeinheiten vorliegen. Das bisherige Modell kann daher nicht verwendet wer-
den. Die fir die Anpassungen in Abbildung verwendeten Modelle sind in den
Abbildungen [6.18] und [6.19] skizziert. Bei dem in Abbildung [6.18] dargestellten Modell
wird davon ausgegangen, dass innerhalb des Films unterschiedliche Gebiete mit sich
unterscheidenden Quellstarken vorliegen. Dabei wird davon ausgegangen, dass die
Quellung nach und nach immer weitere Teile des Films erfasst. Die in gequollenen Re-
gionen im Bilagenbereich angelagerten [AuNPI sind dabei nicht skizziert.

Im Gegensatz zum in Abbildung skizzierten Modell wird beim in Abbildung
zugrundeliegenden Ansatz davon ausgegangen, dass die unterschiedlichen Bragg-
Peaks im Reflexionsprofil in Abbildung daher rihren, dass sich die Quellung zu-
nachst auf die weiter auf3en liegenden Bilagen beschrankt.

Als Grundlage fir beide Modelle werden die Ergebnisse der Anpassung des Systems
in Wasser verwendet. Wie anhand der x2-Werte in Tabelle und an den Anpas-
sungen in Abbildung [6.17] zu erkennen ist, kénnen die Messdaten deutlich besser an-
gepasst werden, wenn angenommen wird, dass in manchen Gebieten der Film voll-
standig gequollen und in anderen Gebieten noch ungequollen vorliegt. Das in Ab-
bildung dargestellte Modell eignet sich somit deutlich besser als das in Abbil-
dung skizzierte Modell. Aufgrund dieses Ergebnisses werden nicht nur die hier
diskutierten Daten nach 20 Stunden 37 Minuten, sondern auch die aufgenommenen
Reflektivitdten nach 8 Stunden 8 Minuten, 10 Stunden 11 Minuten und 12 Stunden
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Abbildung 6.17. Dargestellt sind [NR-Daten der Bilagensysteme bestehend aus 30 % [Chol
1:49 in schwerem Wasser. Bei allen dargestellten Daten wurde fiir die Anpas-
sung eine inkohdrente Summe gebildet. Wéhrend sich bei der ersten Messung keine[NP in der
Lésung befanden, wurde anschlieBend die [NP-Konzentration auf 10 £9 erhéht und zu unter-
schiedlichen Zeitounkten eine INR-Messungen durchgefiihrt. Dabei wurde die erste Messung
nach 8 h 8 min (rot), die zweite Messung nach 10 h 11 min (grin), die dritte Messung nach
12 h 19 min (blau) und die vierte Messung nach 20 h 37 min (a cyan und b pink) durchge-
fuhrt. Bei den Anpassungen der Datensédtze 1-3 und 4 a wird davon ausgegangen, dass in
Gebiet 1 des Films eine Quellung eintrat und in Gebiet 2 nicht. Aus diesen beiden Regionen
wurde im Folgenden eine inkohdrente Summe gebildet. Bei Modell (b) hingegen wird davon
ausgegangen, dass in allen Regionen die Quellung gleich stark ausféllt, die du3ersten Wieder-
holeinheiten jedoch stérker quellen, als das bei Bilagen der Fall ist, die sich ndher am Substrat
befinden.
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Abbildung 6.18. Dargestellt ist das Modellsystem fiir Oligolipidbilagensysteme mit unter-
schiedlich starken Quellungen in Gebiet 1 und Gebiet 2. Das Modell entspricht dabei dem
in Abbildung[4.15 skizzierten System mit dem Unterschied, dass die Parameter dy1—3 und die
Lochanteile sich fir unterschiedliche Gebiete des Films unterscheiden.

19 Minuten mit dem in Abbildung beschriebenen Modell (a) angepasst. Es wird
dabei angenommen, dass das Verhaltnis des Bereichs mit elf Bilagen im Wiederholbe-
reich zu dem Bereich mit neun Bilagen konstant bleibt. Das gilt sowohl fir den gequol-
lenen als auch fur den ungequollenen Bereich. Es wird somit weiterhin von dem bereits
verwendeten Modell ausgegangen, wobei zwischen zwei unterschiedlichen Regionen
unterschieden wird, bei denen sich die Parameter dy1_3 unterscheiden.
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Abbildung 6.19. Dargestellt ist das Modellsystem fiir Oligolipidbilagensysteme mit unter-
schiedlich starken Quellungen bei verschiedenen Abstdnden zum Substrat. Der Unterschied
zu dem in Abbildung[4.13 dargestellten Modell liegt darin, dass es zwei Wiederholeinheiten mit
N’ und N" Bilagen gibt, wobei N’ + N” = N - 3 gilt. Die Wiederholeinheiten unterscheiden sich
durch die unterschiedliche Dicke der Wasserzwischenschichten dy, und dyy;.

Die Anpassungen in Abbildung [6.77| mit den in den Abbildungen [6.18|und [6.79] skiz-
zierten Modellen liefern die in Tabelle aufgelisteten Daten.
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Tabelle 6.13. Parameter der [NR-Anpassung der 30 % 1:49-Bilagen in
schwerem Wasser vor und nach [AuNPlZugabe bei 20,0 °C. Bei mehreren Werte pro Para-
meter handelt es sich in der oberen Zeile um das ungequollene System und in der unteren
Zeile um das gequollene System. In der Spalte 21 h (b) folgen zwei unterschiedliche Wieder-
holeinheiten aufeinander. Die angepassten Rauigkeiten betragen alle 3,0 A mit einem Fehler

von (0,1 - 0,2) A. Die Aipg;, betragen alle (1 - 2) 10° A2 sowie die Apsr, wasser 1 - 108 A2
[AuNP] Exposition keine 8h 10 h 12 h 21h(a) |21 h(b)
ﬁ‘%‘ [%] 4,0 7,9 11,2 11,7 12,6 9,9
ipsy [106 A2 0,147 0,210 0,223 0,254 0,264 0,211
N 12(40%) | 12(37%) | 12(36%) | 12(30%) | 12(24%) | 9(50%)
14(60%) | 14(55%) | 14(54%) | 14(45%) | 14(36%) | 6(50%)
12(3%) | 12(6%) | 12(10%) | 12(16%) | 7(50%)
14(5%) | 14(9%) | 14(15%) | 14(24%) | 5(50%)
dw1 [A] 1,5 1,3 1,0 4,0 1,8 6,2
Ady1 [A] 0,3 0,5 0,7 1,0 1,1 0,4
dw1 [A] 16,3 12,8 10,1 11,3
Ady [A] 3,8 3,1 2,4 1,6
dyw» [A] 6,44 6,43 6,71 6,71 6,56 6,58
Ady [A] 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,09
dw [A] 46,43 47,25 48,04 50,00 48,28
Adyy» [A] 0,19 0,17 0,13 0,06 0,13
dw [A] 10,2 23,1 15,8 13,2 17,4 54,6
Adyys [A] 0,1 0,3 0,3 0,4 0,5 0,4
dyws [A] 99,8 99,4 98,4 64,9
Adys [A] 3,5 2,8 1,9 0,9
psL wasser [10° A2] | 5,91 5,94 5,99 5,99 5,99 5,99
Lochanteil [%] 27,0 27,0 27,0 27,0 27,0 27,0
ALochanteil [%] 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
Lochanteil [%] 31,7 33,3 36,9 36,9 27,0
A Lochanteil [%] 0,7 0,3 0,2 0,2 0,1
dyr, [A] 63,36 63,35 63,63 63,63 63,48 63,50
A (dwy) [A] 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,09
dwn [A] 103,35 | 104,17 | 104,96 | 106,92 | 105,20
A (dwr) [A] 0,19 0,17 0,13 0,06 0,13
dges [A] 828,7 835 836,6 837 837 812
Adye, [A] 0,3 4 0,8 1 1 1
dges [A] 1.341 1.345 1.350 1.338
Adge, [A] 6 5 3 2
2 13.067 | 14.008 |12.511 |10.233 | 5.314 16.071
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Durch die [AuNP}Zugabe nimmt die Dicke der Wiederholeinheit sukzessive zu, sodass
sie sogar mit zweistiindigen [NB-Messungen zeitaufgeldst verfolgt werden kann. Wie
auf Abbildung [6.17] zu erkennen ist, nimmt der Anteil an Bilagen, bei welchen der Bila-
genabstand in etwa so grof3 ist wie in Wasser, langsam ab. Dementsprechend nimmt
gleichzeitig der Anteil an gequollenen Bilagen mit der Zeit zu. Der Vorgang der Quel-
lung kann mithilfe der Anpassungen nachvollzogen werden.

Ort der[AuNP-Einlagerung

Zur Bestimmung des Ortes der [AuNPI-Einlagerung stellt sich zunachst die Frage, ob
der Quellprozess mit einer Zunahme der [SLD|im Kettenbereich verkn(ipft ist. Die An-
passungen verbessern sich jedoch nicht durch die Annahme einer héheren im
Kettenbereich. Da sich die [SLD|von Gold fast mit der [SLD]|der solvatisierten Kopfgrup-
pen deckt, wird keine Anderung der[SLDlin diesem Bereich durch eine Einlagerung von
[AuNP erwartet. Im Kettenbereich hingegen fiihrt sowohl eine Erhéhung des Lochan-
teils als auch eine Einlagerung der NPl zu einer Zunahme der [SLD im Kettenbereich.
Da die [SLDI von [AuNPI in derselben GréBenordnung liegt wie die Ketten{SLD], misste
zudem ein vergleichsweise hoher Volumenanteil an [AuNP) in die Bilagen eingelagert
werden, um eine starke Verédnderung hervorzurufen. Es verwundert daher nicht, dass
keine Einlagerung der NP aufgrund etwaiger [SLDF-Anderungen festzustellen ist.

An dieser Stelle erfolgt eine Abschatzung des Volumenanteils an[AuNP, der notwendig
ware, um eine statistisch signifikante [SLDFAnderung im Kopf- bzw. im Kettengruppen-
bereich zu erzielen. Daflir wird die [SLD| des Kopf- und Kettengruppenbereichs des Fil-
mes mit 21-stiindiger [AuNP}HExposition bei einer [AuNPFKonzentration von 10 £ ange-
passt, wie in Tabelle|6.13|zu entnehmen ist. Hierbei sind neben der [SLD+Anderung vor
allem auch der erhaltene Fehler bei der Anpassung von Interesse. Als untere Grenze
wird dabei der Wert fiir das vollstéandig trockene System verwendet. Aufgrund der stark
positiven Ladung der[AuNPlund der dadurch resultierenden Repulsion der[AuNP|unter-
einander wird flr die obere [SLDIGrenze der Kopf- und Kettengruppenbereiche davon
ausgegangen, dass der [AuNP}Volumenanteil im Kopf- oder Kettenbereich eines stabi-
len Systems nicht die des Lipids Ubersteigt und somit maximal 50 % betragen kann.
Alle anderen Parameter, wie beispielsweise der Wasseranteil, werden analog zu den
bisherigen Anpassungen variiert. Die resultierende Anpassung ist in Abbildung
dargestellt.

Durch die zwei weiteren Parameter reduziert sich der erhaltene y?-Wert von 5.314
auf 4.713. Die Ketten{SLD bleibt dabei konstant mit -(0,245 + 0,353) - 10°® A2, wah-
rend die Kopfgruppen{SLD| von ehemals 3,88 - 10° A2 auf (4,241 + 0,404) - 10° A2
zunimmt. Damit ergibt sich ein Volumenanteil von[AuNP]im Kettenbereich von (0 + 7) %
und im Kopfgruppenbereich von (46 £ 51) %. Da der erhaltene Fehler der Kopfgruppen-
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Abbildung 6.20. Anpassung der [NB-Daten eines 30 % 1:49-
Bilagensystems in Wasser 20 Stunden und 37 Minuten nach der [NP-Zugabe mit einer Kon-
zentration von 10 £9 bei 20,0 C mit angepassten[SLD fiir die Kopf- und Kettengruppen.

im Vergleich zum Kontrast zu den [AuNP)| vergleichsweise grof3 ist, resultiert ein
entsprechend hoher Fehler. Bei einer Verallgemeinerung der erhaltenen Fehler ware
im Kettengruppenbereich eine Einlagerung von mehr als 21 % statistisch signifikant,
wahrend im Kopfgruppenbereich der erhaltene Fehler so grof3 ist, dass selbst ein Vo-
lumenanteil von 100 % keine statistisch signifikante Anderung zum Wert ohne [BuNP|
bedeuten wirde.

Unter der Annahme, dass die positiv funktionalisierten hydrophilen [AuNP] sich nicht in
die Kettengruppen einlagern und somit die Kettenbereich{SLD| als Parameter entfallt,
resultiert derselbe y2-Wert und dieselbe KopfgruppeniSLD]und ein etwas geringerer
Fehler mit (4,241 + 0,370) - 10° A2, Der bestimmte [AuNP-Volumenanteil im Kopfgrup-
penbereich lage dann bei (46 + 47) %.

Da der Lochanteil innerhalb der Bilagen angepasst wird, nehmen diese beiden Para-
meter Einfluss auf die effektive im Kopfgruppenbereich. Wirde simultan mithilfe
einer anderen Messmethode der Lochanteil des Systems bestimmt werden und nur
noch die Bestimmung der Kopfgruppen{SLDl als Parameter (brig bleiben, der Einfluss
auf die nimmt, wiirde die Kopfgruppen{SLDI deutlich genauer bestimmt werden
kénnen zu (4,241 + 0,041) - 10® A2, Der Fehler des Volumenanteils lage bei diesem
Vorgehen dann nur noch bei 5 %.

Zur Anpassung der [SLD| bleibt festzuhalten, dass aufgrund der geringen Unterschiede
der[SLDI fur die Komponenten die dazu vergleichsweise groBen Fehler keine quantita-
tiven Aussagen zulassen. Die Ergebnisse scheinen jedoch darauf hinzuweisen, dass
die [AuNP)| eher im Kopfgruppenbereich eingelagert werden als im Kettengruppenbe-
reich. Eine bessere Unterscheidung zwischen den Kopfgruppen, Kettengruppen und
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[AuNP resultiert, wenn der Kontrast des Wassers variiert wird. Bei einem Austausch
des schweren Wassers durch leichtes Wasser nimmt die der solvatisierten Kopf-
gruppen und gleichzeitig die [SLDIder mit Wasser geflillten Locher ab. Folglich wird der
Kontrast zwischen Lipiden und [NP] erhoht.

Beeinflussung weiterer Parameter durch die [AuNP-Lipid-Interaktion

Durch die Beeinflussung anderer Eigenschaften des Oligolipidbilagensystems kénnen
hingegen indirekt Rickschliisse auf die Interaktion des Systems mit [AuNP| gezogen
werden. Hierbei seien exemplarisch die Auflésung, die und die Wasserzwischen-
schichtdicken genannt.

Es stellt sich die Frage, weshalb an zwei unterschiedlichen Stellen Bragg-Peaks auf-
treten, welche keine ganzzahligen Vielfachen voneinander sind. Es kdnnte entweder
der Fall sein, dass in manchen Gebieten der Film gequollen vorliegt und in anderen
nicht, wie dies in Abbildung [6.18|dargestellt ist. Andererseits kénnte auch der Fall sein,
dass die Quellung zunachst nur die sehr weit au3en liegenden Bilagen betrifft und mit
der Zeit auch immer mehr der tieferliegenden Bilagen quellen, wie in Abbildung
visualisiert. Um zu eruieren, welche Annahme richtig ist, werden diese beiden Modelle
verwendet, um die Messdaten knapp 21 Stunden nach der[AuNP}Zugabe anzupassen.
Es werden die Daten nach 20 h 37 min gewabhlt, da sich bei der letzten Messung das
System vergleichsweise am nachsten am Gleichgewichtszustand befindet.

Wahrend bei Modell (a) und somit in Abbildung[6.18|davon ausgegangen wird, dass in
manchen Regionen der Film in gequollener Form und an anderen Stellen in ungequol-
lener Form vorliegt, ist die Annahme in Modell (b) und daher in Abbildung [6.19] dass
nicht an unterschiedlichen Orten die Quellung unterschiedlich ist, sondern dass die
inneren Bilagen des Films noch einen &hnlichen Bilagenabstand wie in Wasser haben
und dass die weiter au3en liegenden Bilagen gequollen vorliegen.

Die erhaltene Dicke der Wiederholeinheit des gequollenen Films nimmt mit der Zeit
zu, was auf einen fortwahrenden Quellprozess zuriickgefuhrt wird. Wahrend dyy, flr
den gequollenen Bereich nach 8 h 8 min noch (46,43 + 0,19) A betragt, liegt er nach
20 h 37 min bei (50,00 + 0,06) A. Neben der Zunahme der Dicke fiir die Wieder-
holeinheit ist auch die Verschlechterung der angepassten Auflésung mit fortwéhren-
der [AuNP}interaktion klar erkennbar. Betragt diese in Wasser noch 4,0 %, liegt sie
8 h 8 min nach der [AuNP}FZugabe bereits bei 7,9 % und nach 20 h 37 min bei 12,6 %.
Eine naheliegende Erklarung hierfir ist, dass die Bilagen durch die Einlagerung der
[A&uNPI weniger glatt sind und somit geman Abbildung die angepasste Auflosung
abnimmt.

Ein Vergleich zwischen den Messdaten und den Anpassungen in Abbildung of-
fenbart besonders im Datensatz nach 10 h 11 min (2, rot), dass im Bereich des Bragg-
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Peaks bei etwa 0,06 A" ein etwas groBeres A||T?|| die Daten besser beschreiben wirde,
wohingegen die Daten im Bereich des Bragg-Peaks bei etwa 0,1 A" durch ein minimal
geringeres AI‘T?" besser beschrieben waren.

Wahrend die Anpassung der Ketten{SLD| an sich zu keiner besseren Anpassung der
Systeme fuhrt, kann durch eine Erhéhung des Wassergehalts im Ketten- und Kopfgrup-
penbereich ein geringerer y2-Wert erhalten werden, was jedoch auf eine Erhéhung des
Lochanteils innerhalb der Bilagen zurlickgefiihrt wird. Vor allem die [SLDFErhéhung im
Kopfgruppenbereich sorgt hierbei fir eine bessere Anpassung. Da diese jedoch be-
reits einen groBeren Wert als die [AuNP| besitzt, wird davon ausgegangen, dass in An-
wesenheit der [AuNP| auch der Wasseranteil innerhalb der Bilagen zunimmt, was auf
neu entstandene Defekte in den Bilagen zurickgefihrt wird.

Zudem ist durch die fortwahrende Einlagerung der [AuNP) eine systematische Zunah-
me der zu beobachten. Lag diese noch bei (0,147 +0,001) - 10° A2 bei der
Anpassung in Wasser, steigt sie mit der Anpassung jeder folgenden Messung stetig an
und liegt bei der letzten Charakterisierung des Systems bei (0,264 + 0,002) - 106 A2,
Die sprunghafte Abnahme von dy 3 und der damit verbundene Unterschied zu dyy s,
welcher bei den Anpassungen nach Uber 20 Stunden erkennbar ist, kdnnte ein Hin-
weis darauf sein, dass sich das System in den gequollenen Bereichen mit der Zeit
einem Gleichgewichtszustand annahert. Das Einstellen eines Gleichgewichtszustan-
des flir das gesamte System war auch nach Uber 20 Stunden nicht in Sicht, wie sich
sehr leicht an dem sich zeitlich &ndernden Reflektivitatsprofil erkennen Iasst. Zudem
ist nach der Auswertung anhand von Tabelle [6.13|erkennbar, dass die Gewichtung der
ungequollenen Bereiche stetig abnimmt, nach 21 Stunden jedoch noch immer 60 %
betragt.

Es bleibt festzuhalten, dass mithilfe der NRFMessungen aufgrund des geringen Kon-
trasts zwischen [AuNP|und den weiteren Komponenten des Systems zwar nicht der Ort
der [AuNP}Einlagerung mit Sicherheit bestimmt werden konnte, aber durch die Inter-
aktion mit den[AuNP) viele Veranderungen des Systems festzustellen sind. Neben der
starken Zunahme der Wasserzwischenschichtdicke sind vor allem der Anstieg der Wel-
ligkeit des Systems, der sich in Form der angepassten Auflésung bemerkbar macht,
die Zunahme der angepassten und der Anstieg an Defektstellen durch die Lipid-
[AuNP}Interaktion bemerkenswert.

Bei diesem System wurden [AuNP| in das System eingelagert und es wurden viele
Veranderungen des Modellsystems durch die Lipid{AuNP}Interaktion beobachtet. Hin-
sichtlich der limitierten Messzeit besteht allerdings das grundlegende Problem, dass
selbst nach 20 Stunden 37 Minuten kein Gleichgewichtszustand flir das System abseh-
bar war. Aufgrund der Messmethode ist es von Interesse, dass die Charakterisierung
der NPtLipid-Interaktion auf einer kiirzeren Zeitskala stattfindet.
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6.7 Zusammenfassung

Die NB-Messungen zeigen, dass die Gesamtschichtdicke und der Bilagenabstand der
Oligolipidbilagensysteme durch den [Chol-Anteil beeinflusst werden. Wéahrend eine
leichte Erhdhung des[ChollAnteils auf 10 % die Wiederholeinheitendicke erhéht, nimmt
diese durch die weitere Erh6hung des [Chol-Anteils wieder ab. Die angepasste Rauig-
keit bei NBFMessungen nimmt mit einer Erhdhung des [CholFAnteils ab, was auf die
Stabilisierung der lamellaren Struktur zurlickgefiihrt wird. Die anhand der Strémungs-
potentialmessungen erhaltenen (-Potentiale zeigen, dass die elekirostatische Repulsi-
on der Systeme mit gréBer ist als bei den Systemen ohne Die erhaltenen
Wiederholeinheiten- und Wasserzwischenschichtdicken kbnnen mithilfe der Hydratati-
onskraft und Coulombkraft erklart werden.

Bei den Stabilitdtsmessungen an geladenen Oligolipidbilagensystemen zeigt sich, dass
bei der Uberschreitung eines gewissen Anteils an geladenen Lipiden kein stabiles Oli-
golipidbilagensystem mehr in Wasser erhalten wird. Die Repulsion der Bilagen un-
tereinander scheint nicht durch die Van-der-Waals-Attraktion kompensiert werden zu
kdénnen. Es ist daher nicht mdglich, mit den gangigen Modellen fir Bakterienmembra-
nen, die lediglich aus einem zwitterionischen Lipid und einem hohen Anteil an einem
negativ geladenen Lipid bestehen, ein in Wasser stabiles Oligolipidbilagensystem zu
generieren.

Bei einem System bestehend aus 30 % 1:55 [DMTAPIDMPC]| bewirkte die Zuga-
be von [AuNPI eine Abnahme der Wiederholeinheitendicke, was auf die Erhéhung der
Abschirmung zurtickgefihrt wird. Hingegen fuhrte bei einem System mit 30 % [Chol
1:49 die Zugabe von[AuNP| zu einer sehr langsam ablaufenden, starken
Quellung. Diese erstreckte sich im Laufe der Lipid{NP}Interaktion Uiber einen immer
gréBer werdenden Anteil des Filmes.
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7 Auswirkungen der Temperaturvariation

Eine naheliegende Methode, um Einfluss auf die Geschwindigkeit der Gleichgewicht-
seinstellung zu nehmen, ist die eine Temperaturvariation, welche durch einen Pha-
senilbergang eine Anderung des Modellsystems bewirkt. Im vorliegenden Kapitel
werden die Folgen auf Oligolipidbilagensysteme und deren Interaktion mit AuNPI durch
einen temperaturbedingten Phasenltbergang untersucht. Bei den bisher prasentierten
Messungen wurde 20,0 °C verwendet. Ziel dieses Kapitels ist es, in Form von Tem-
peraturvariation Einfluss auf Oligolipidbilagensysteme zu nehmen. Beispiele aus der
Biologie, bei denen unterschiedliche Temperaturen eine Rolle spielen, waren - neben
einer Unterkiihlung, Fieber oder Uberwérmung - Membranen von wechselwarmen oder
thermophilen Organismen. S S 170,412,590 Dapej sind in diesem Kapitel besonders die
Auswirkungen auf die Lipid{NP}Interaktionen in Abh&ngigkeit von der Temperatur von
Interesse.

Die Charakterisierungen finden vorab in Form von[DSClMessungen in Unterkapitel[7.1]
[AEMFMessungen in Abschnitt [7.2], [SEFUntersuchungen in Unterkapitel und XBR
Messungen in Abschnitt[7.4] statt. Darauf folgen die NRFMessungen in Unterkapitel
und die Zusammenfassung in Abschnitt[7.6]

7.1 [DSCFMessungen

Bei der Temperaturvariation ist vor allem die Phasentbergangstemperatur des Sys-
tems eine wichtige KenngréBe. Diese kann mithilfe von bestimmt werden. Das
Messprinzip fir[DSCtMessungen ist in Kapitel 2.9]skizziert. Hinsichtlich der in Kapitel 6]
verwendeten Systeme ist vor allem die PhasenlUbergangstemperatur von und
der Einfluss von[Chollauf die Phasenlibergangstemperatur von Interesse. Daher wird in
dem Abschnitt [7.1.1] ein reines DMPC}Oligolipidbilagensystem und im Abschnitt [7.1.2]
ein System aus 70 % [DMPCI| 30 % [Choll jeweils in Wasser mittels untersucht.

7.1.1 100 % DMPCI

Als Grundsystem wird im ersten Schritt[DMPClin Wasser untersucht. Hierflr wird mit-
hilfe einer DMPCl Vesikellésung mit einer Massenkonzentration von 1 =2 eine
Messung durchgefthrt. Die erhaltenen Messwerte flr die Bestimmung der Phasen-
Ubergangstemperatur sind in Abbildung [7.1] dargestellt.

Die bestimmte Hauptphaseniibergangstemperatur von Phasenzustand PB’ zu Lo 184
betragt dabei (24,23 + 0,16) °C. Bei (12,8 £ 1,0) °C ist in Abbildung zudem der
Vorlibergang von Phasenzustand LB’ zu PB4 erkennbar, wobei diese Phasen-
Ubergangstemperatur mit dem in der Literatur angegebenen Bereich Ubereinstimmt. 83l
Die dabei angegebenen Fehler entsprechen der Halbwertsbreite. Beim Vergleich der

111



7. Auswirkungen der Temperaturvariation

Hauptphasenibergangstemperatur mit dem in Kapitel 4.1]dargelegten Literaturwert er-
gibt sich, dass der Wert im Bereich einer Standardabweichung des Literaturwerts liegt.
Die bestimmte Schmelzenthalpie betragt (22,0 £ 0,5) X wéahrend Sturtevant eine

mol?’

Schmelzenthalpie von (20,8 + 0,3) X und Halstenberg et al. eine Schmelzenthalpie

mol
von 28,5 £ bestimmten. 89140l Der erhaltene Wert liegt zwischen den beiden Litera-
turwerten, wobei die Abweichung zum Ergebnis von Sturtevant nicht statistisch signifi-
kant ist.
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Abbildung 7.1. MittelsIDSC-Messung bestimmte Spezifische Warmekapazitét c,, einer[DMPC-
Vesikellésung in Wasser im Bereich von 11 bis 30,0 C.

7.1.2 70 %[DMPCI 30 % [Chol

Neben den Ergebnissen aus Unterkapitel [7.1.1] stellt sich die Frage, inwieweit [Chol die
Temperaturabhangigkeit der Systeme beeinflusst. Diese Frage soll in diesem Abschnitt
mithilfe einer DSCFMessung geklart werden. Hierbei wird analog zu Unterkapitel
vorgegangen.

Die erhaltenen Messwerte flr die Bestimmung der Phasenibergangstemperatur von
Vesikeln mit einem Stoffmengenverhéltnis von 70 % 30 % sind in Abbil-
dung dargestellt. Hierbei wurde nicht mehr eine Massenkonzentration von 1 =2
verwendet, sondern es wurde dieselbe Stoffmengenkonzentration wie bei der Mes-
sung von 100 % [DMPCl verwendet. Diese Stoffmengenkonzentration entspricht im Fall
von 100 % einer Massenkonzentration von 1 =2 und im Falle von 70 %
30 %[Chall liegt die Massenkonzentration etwas darunter.

Die bestimmte HauptphasenlUbergangstemperatur betragt geman der in Abbildung
dargestellten Werte (24,42 + 8,70) ° C. Die Anderung der Phaseniibergangstempe-
ratur durch die Einlagerung von ist nicht signifikant. Wenn bei Messungen im
Bereich der Phasenlbergangstemperatur die Systeme mit und ohne verglichen
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7. Auswirkungen der Temperaturvariation

werden, bietet sich somit - aufgrund der sehr viel gré3eren Halbwertsbreite fir das
System mit [Chol - die Temperatur von 24,2 °C an, bei der das Maximum der spezifi-
schen Warmekapazitat bei beobachtet wird.

Die bestimmte Schmelzenthalpie liegt fir das DMPCHChol-System bei (2,6 + 0,2) XL
Durch die Zugabe von nimmt, im Vergleich zu reinen DMPC}Vesikeln, die Halb-
wertsbreite um einen Faktor von mehr als 50 zu. Hingegen entspricht die bestimmte
Schmelzenthalpie der 70 % [DMPC| 30 % [CholFVesikel nicht einmal mehr einem Sechs-
tel der Enthalpie, welche fiir Vesikel bestehend aus reinem bestimmt wurden.
Halstenberg et al., die [CholAnteile von 5,3 %, 8,1 %, 11,1 %, 25 % und 42,9 % in
[DMPCl}Vesikeln untersuchten, beobachteten ebenfalls eine starke Verbreiterung des
Peaks durch die Einlagerung von[Chol verbunden mit einer Abnahme der Schmelzent-

halpie. (69!
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Abbildung 7.2. Spezifische Warmekapazitét c, einer 70 %[DMPQ 30 %[Chol-Vesikellésung in
Wasser mit derselben Stoffmengenkonzentration wie sie bei 100 %[DMPC verwendet wurde im
Bereich von 18 bis 30,0 <C. Der angegebene Bereich der Ordinate entspricht nur noch einem
Bruchteil des Bereichs, wie er in Abbildung@] verwendet wurde.

Geman der in den Unterkapiteln[7.1.1lund[7.1.2|dargestellten Ergebnisse der Phasen-
Ubergangstemperatur sowie insbesondere der Schmelzenthalpie wird davon ausge-
gangen, dass durch die Einlagerung von ins Oligolipidbilagensystem die Tempe-
raturabhangigkeit des Systems abnimmt. Nach der Ermittlung der Phasentibergangs-
temperatur und der deutlich starkeren Temperaturabhangigkeit des DMPCl}Systems
ohne bieten sich im néachsten Schritt[AEM-Messungen an. Damit kann Gberpriift
werden, welchen Einfluss das Heizen auf Temperaturen oberhalb der Phasenlber-
gangstemperatur auf die Struktur des DMPCL-Oligolipidbilagensystems hat.
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7. Auswirkungen der Temperaturvariation

7.2 Rasterkraftmessungen

Um den Einfluss des Phasenubergangs auf die Topographie zu untersuchen, wur-
de der in Abbildung dargestellte DMPC}Film nach der urspriinglichen Messung
einen Tag oberhalb der in Abschnitt [7.1.1] bestimmten Phasenlibergangstemperatur
bei 30,0 °C und Normaldruck gelagert. AnschlieBend wurde der Film wieder unter die
Phasentibergangstemperatur abgekuhlt auf 20 °C und nach zwei Stunden erneut eine
[AEM-Messung bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die dabei erhaltene Topographie ist
in Abbildung [7.3dargestellt.

B 100 1 | 1 | 1 | 1 |
|— 100 % DMPC einen Tag
vakuumgetrocknet
16,7 nm 80 + einen Tag bei 30 °C B
‘E 60 -
£
()
S
0 40 - -
0 nm 20 -
0 | I L I

0 2 4 6 8 10
Ort [um]

Abbildung 7.3. A [AEM-Aufnahme des auch in Abbildung dargestellten DMPC-Films der
GréoBe 10 um x 10 um, welcher zwischen den beiden Messungen einen Tag bei 30,0 C ge-
lagert wurde. Das Hbéhenprofil entlang der eingezeichneten blauen Linie ist Abbildung B zu
entnehmen. B Héhenprofil entlang der blauen Linie des 10 um Bildausschnittes in A. Die nied-
rigste gemessene Héhe wurde dabei auf 0 nm gesetzt. Die Skalierung wurde dabei exakt gleich
gewdhit wie in Abbildung[5.2B, um eine gute Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten. Die Vermes-
sung der Probe erfolgte durch Julian Czajor.

Ein Vergleich der beiden Abbildungen[5.2/und[7.3|zeigt klar, dass sich die Oberflachen-
struktur substanziell &ndert. Die Oberflache wird bedeutend glatter und gleichmaBiger
Uber den gesamten Messbereich. Wahrend in Abbildung[5.2]tiefe Furchen zu erkennen
sind, kann in Abbildung [7.3B die Bilagenstruktur erahnt werden, da die Stufenhéhe im
Bereich der Bilagendicke liegt.

Anhand der Abbildung [7.3 kénnen mit der gemessenen Topographie keinerlei Riick-
schlisse auf die Gesamtschichtdicke gezogen werden, da lediglich im Bereich der
obersten Lagen gemessen wurde. Im Gegenzug kann anhand des Bildes darauf ge-
schlossen werden, dass nach dem Aufheizen auf 30,0 °C keine tiefen L6cher mehr
vorliegen. Bei [NB-Messungen wéare daher davon auszugehen, dass der Lochanteil ei-
ner geheizten Probe naherungsweise bei 0 % liegt. Aufgrund der gemessenen Hbhen
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entsteht in Ergdnzung zu den Kapiteln 5.1} [5.2] und [5.3] ein detailliertes Gesamtbild
hinsichtlich der Oligolipidbilagenstruktur an Luft.

Im Anschluss wird nun die Auswirkung der Temperaturvariation auf die Gesamtschicht-
dicke analysiert.

7.3 Ellipsometriemessungen

Mithilfe von [SEF-Messungen soll in diesem Unterkapitel geklart werden, welche Ande-
rungen der Systeme durch eine Temperaturvariation auftreten und bis zu welchen Tem-
peraturen die DMPCl-Oligolipidbilagen stabil sind. Des Weiteren soll Gberprift werden,
inwieweit die Ergebnisse durch die Einlagerung von beeinflusst werden. Dazu
wird im wassrigen Milieu zun&chst ein reines [DMPC}HOligolipidbilagensystem in Ab-
schnitt[7.3.1] und anschlieBend ein 70 % 30 % [Chol-System in Abschnitt
untersucht.

7.3.1 100 %

Um die Temperaturstabilitat von DMPCl-Oligolipidbilagensystemen in Wasser in Ab-
héngigkeit von der Temperatur und Zeit zu untersuchen, wurden an drei Systemen
[SEFMessungen durchgefiihrt. Die zugehorigen Messdaten und Beschreibungen sind
im Anhang Kapitel [E] bzw. den Abbildungen [E.2] [E.3|und [E.4] zu entnehmen.

Im Bereich von 20,0 °C ist das DMPC}HOligolipidbilagensystem stabil. Die erhaltenen
Ergebnisse lassen sich ein Stlick weit mit der Literatur far Multilagensysteme verglei-
chen, obgleich bei Multilagensystemen bedeutend mehr Bilagen vorliegen, als das bei
einem Oligolipidbilagensystem der Fall ist. Gemaf dieser bleiben unterhalb der Pha-
seniibergangstemperatur die Systeme auch Uber vier Wochen stabil. 19l

Die Abbildungen [E.2 [E.3|und [E.4] zeigen, dass eine Erhéhung der Temperatur hin zur
Phasenlbergangstemperatur zu einer Absenkung der Stabilitat fihrt, was sich mit der
Zeit in einem Ablésen der Bilagen niederschlagt. Bei Film 2 trat das Ablésen bereits
bei 21,0 ° C ein, wobei sich innerhalb von 20 Stunden bei Temperaturen von 21,0 °C
bzw. 21,5 ° C die Gesamtschichtdicke halbierte. Hingegen war bei den Filmen 1 und 3
erst ab 23,0 °C eine Abnahme der Gesamtschichtdicke zu beobachten. Bei Film 1 hal-
bierte sich im Bereich von 23,0 °C und 23,5 ° C die Gesamtschichtdicke innerhalb von
60 h. Bei Film 3 sank die Gesamtschichtdicke bei 23,0 ° C in moderater Form. Nach
einer anschlieBenden Temperaturerhéhung auf 25,0 ° C blieb die Gesamtschichtdicke
des Systems Uber 20 Stunden konstant. Eine Messung von Mennicke et al. bei ei-
ner Temperatur von 40 °C zeigt, dass die Bilagensysteme bei dieser Temperatur nicht
stabil sind.!2% Beim Prozess des Ablésens gehen mehrere Lagen planarer Bilagen zu
multilamellaren Vesikeln Uber. !5l
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7.3.2 70 % DMPCI|30 % (Chol

Da die Einlagerung von laut Unterkapitel bereits dazu flhrt, dass die Sta-
bilitat des Bilagensystem stark erh6ht wird und auch gemaR Unterkapitel die
Einlagerung von den Phasenibergang stark beeinflusst, wird an dieser Stelle
Uberprift, inwieweit die Langzeit- und Temperaturstabilitat der Bilagensysteme
beeinflusst. Die Langzeitstabilitat bei 20,0 °C wurde bereits durch zwei im Abstand
von sechs Wochen durchgefiihrten NR-Messungen in Abschnitt [6.4.2 aufgezeigt. Das
Hauptaugenmerk liegt daher bei Temperaturen oberhalb der Phasenitbergangstempe-
ratur von DMPC|

Die Messergebnisse fiir das System sind Abbildung[E.5|im Anhang zu entnehmen. Da-
bei wurde das System nach der Wasserzugabe dreimal bei 20,0 °C charakterisiert, auf
25,0 °C erhitzt und einige Stunden spater wurde die Temperatur abermals auf 35,0 °C
erhéht. Der Film wurde dabei knapp flinf Stunden bei 25,0 °C und anschlielBend gut
16 Stunden bei 35,0 °C gehalten. Es traten dabei keinerlei signifikante Anderungen der
Gesamtschichtdicke auf. Durch die Einlagerung von [Chol nimmt die Temperaturstabili-
tat somit zu und die Oligolipidbilagensysteme sind auch bei Temperaturen von 35,0 °C
stabil.

Das deckt sich auch mit der in Kapitel[7.1.2|bestimmten Schmelzenthalpie, geman wel-
cher die strukturellen Anderungen im Film durch die Anwesenheit von[Chal deutlich ge-
ringer sind als mit reinem[DMPCI. Auch die von Inoko et al. beschriebene Stabilisierung
der lamellaren Struktur durch die Anwesenheit von erklart die geringere Affinitat
der substratgebundenen Lipide das Substrat in Form von Vesikeln zu verlassen. 27
Vergleichend lasst sich festhalten, dass die Stabilitdt von substratgebundenen
Oligolipidbilagen bei Temperaturen im Bereich der Phasenlbergangstemperatur nicht
Uber eine sehr grof3e Zeitskala gegeben ist, wohingegen durch die Einlagerung von
30 % [Chol die Systeme auch bei bedeutend héheren Temperaturen von 35,0 °C Uber
mehrere Stunden keinerlei signifikante Veranderungen bzgl. ihrer Gesamtschichtdicke
aufzeigen.

7.4 Rontgenreflexionsmessungen

Auf den Ergebnissen der Stabilitdtsmessungen in Unterkapitel [7.3]aufbauend, kann im
vorliegenden Kapitel der Einfluss der Temperatur auf die lamellaren Schichtabstande
untersucht werden. Hierbei stellt sich die Frage, ob neben den DMPC}Systemen auch
Systeme mit[Chol Anderungen durch die Temperaturvariation aufweisen. Hierfiir wur-
den mehrere DMPCl-Filme sowie ein 70 % 30 % mittels XBRl analysiert.

Die Dicken der Wiederholeinheiten bei 20,0 °C flr Systeme bestehend aus DMPClund
70 % 30 % sind in den Tabellen und dargestellt. Die Temperie-
rung erfolgte bei den[XBRFMessungen mittels eines Peltierelements. Eine Kiihlung auf
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Temperaturen unter 18,0 °C ist nicht méglich, sodass die tiefste eingestellte Tempe-
ratur 18,0 °C betragt. Mithilfe der in Kapitel bestimmten Phasenlbergangstem-
peratur und unter Berlcksichtigung der in Kapitel gemessenen Instabilitat der
[DMPC}Bilagensysteme oberhalb der Phaseniibergangstemperatur, wurden die Mes-
sungen nur leicht oberhalb der Phasenlibergangstemperatur bei 25,0 °C durchgeflhrt.
Die erhaltenen Messdaten aller Oligolipidbilagensysteme wurden in der Form RQ* ge-
gen @ aufgetragen und mit einer symmetrischen Funktion angepasst, um das Maxi-
mum zu erhalten und damit die Dicke der Wiederholeinheit abzuleiten. Die Resultate
der reinen DMPClSysteme sind in Tabelle [7.1] dargestellt. Eine Visualisierung der ent-
sprechenden Messdaten erfolgt zusammen mit der Darstellung der [NB-Daten in Kapi-
tel[7.5]in Abbildung [7.6] Die bestimmten Wiederholeinheitendicken liegen bei 25,0 °C
deutlich unterhalb der Werte, die bei 18,0 °C erhoben wurden.

Tabelle 7.1. Anhand der Positionen der Bragg-Peaks der XBRFDaten abgeleitete Dicken der
Wiederholeinheiten fiir die DMPCL-Oligolipidbilagen in Wasser bei 18,0 und 25,0 °C. Die vier
Werte wurden an unterschiedlichen Systemen im Gleichgewicht erhalten.

Parameter 18,0°C (1) |18,0°C(2) |25,0°C (1) | 25,0 °C(2)
dgilage + dw2 [A] | 66,90 + 0,30 | 67,58 + 0,13 | 63,36 + 0,12 | 63,36 + 0,12

Da in Kapitel die Temperaturstabilitat fir Filme mit einem [CholFGehalt von 30 %
deutlich gréBer war, wurde der in Tabelle[6.7]dargestellte Film anschlieBend von 20,0 °C
auf 43 °C erhitzt. Dabei reduzierte sich die Schichtdicke von (62,35 + 0,04) A auf
(61,19 + 0,05) A. Obwohl die Temperaturanderung dabei 23,0 °C betrug, fiel die Abnah-
me der Wiederholeinheitendicke deutlich geringer aus als die Dickenanderung, welche
bei DMPCl aus einer Temperaturanderung von nur 8,0 °C resultierte.

Die beschriebene Verringerung der Dicke von mit zunehmender Temperatur
deckt sich dabei mit dem von Kucerka et al. festgestellten Trend oberhalb der Phasen-
Ubergangstemperatur. Sie stellten unter anderem fest, dass die Bilagendicken von un-
terschiedlichen Lipiden mit[PCHKopfgruppen mit steigender Temperatur abnehmen. 141l
Aufbauend auf den beschriebenen Messergebnissen werden [NB-Messungen an den
Systemen durchgefihrt werden, um weitere Erkenntnisse zu erhalten.

7.5 Neutronenreflexionsmessungen

In Unterkapitel[7.5.1] soll die Frage geklart werden, inwieweit sich die Struktur der Dop-
pelschichten durch eine Erhéhung der Temperatur oberhalb der Phasenlbergangstem-
peratur im wassrigen Milieu verandert. In Abschnitt wird anschlieBend geklart,
wie die Bilagensysteme mit [AuNP]in Abhangigkeit von der Temperatur und vom
Gehalt interagieren.
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7.5.1 100 % DMPCI

Da die [SEFMessungen in Kapitel [7.3| fir System 3 bei Temperaturen von 25,0 °C eine
Langzeitstabilitat von Uber 20 Stunden aufzeigten und sich die Abnahme der Gesamt-
schichtdicke bei den Systemen 1 und 2 bei etwas geringeren Temperaturen Gber einen
deutlich langeren Zeitraum erstreckte als eine NBFMessung, sollten die Systeme auch
mithilfe von [NBFMessungen charakterisiert werden kdnnen. Die in Kapitel [7.4]durchge-
fuhrten XBRRF-Messungen an DMPCFModellsystemen bei 25,0 °C zeigten zudem keine
Hinweise auf unzureichende Stabilitéat. In Anbetracht der Phasentbergangstempera-
tur von DMPC, die gemaf Kapitel bei (24,23 + 0,16) °C liegt, wurden die [NBF
Messungen bei 26,0 °C durchgefihrt, um sicherzustellen, dass das System vollstan-
dig den Phaseniibergang vollzogen hat. An der tieferen Temperatur von 18,0 °C wurde
hingegen festgehalten.

Die bei den beschriebenen Temperaturen erhaltenen Messdaten sowie die zugehdri-
gen Anpassungen sind Abbildung|[7.4]zu entnehmen, wobei die abgeleiteten Parameter
in Tabelle dargestellt sind. Fir die Anpassung bei 18,0 °C wurde dasselbe Modell
wie bei 20,0 °C verwendet, wie es auch in Tabelle[4.1|dargestellt ist. Flr die Anpassung
bei 26,0 °C hingegen werden Anderungen an den Parametern des Modellsystems vor-
genommen. Ausgehend von dem urspringlichen Modell werden die Parameter anhand
der Werte, die Kucerka et al. fir 30,0 °C bei Vesikeln publiziert hat, angepasst.F'4!! Der
Unterschied liegt primar in der geringeren Kettengruppenlange, wobei auch die Kopf-
gruppenlange geringer ist als dies bei 18,0 oder 20,0 °C der Fall ist.

100 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 |=
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Abbildung 7.4. Dargestellt sind die [NR-Daten der Bilagensysteme bestehend aus [DMPQ in
schwerem Wasser bei 18,0 C und 26,0 °C sowie die zugehdbrigen Anpassungen.
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In Abbildung [7.4] sticht die deutlich erhdhte Intensitat des ersten Bragg-Peaks bei der
26,0 °C-Messung hervor. Diese Daten kénnen mit den von Kucerka et al. publizierten
Ergebnissen gut angepasst werden, da hier aufgrund der diinneren Lipiddoppelschich-
ten bei ahnlicher Lage des Bragg-Peaks die Wasserzwischenschichten deutlich dicker
werden. Der entscheidende Faktor flir den hohen Kontrast ist der verschwindend ge-
ringe Loch- und somit Wasseranteil in den Bilagen. Dies ist nicht nur notwendig far die
Anpassung, sondern deckt sich auch bestens mit den[AEM-Messungen in Kapitel
Dies zeigt auch, weshalb unterhalb der Phasentbergangstemperatur mit einer inko-
harenten Summe gearbeitet wird, wahrend oberhalb der Phasenibergangstemperatur
die Daten problemlos mit einer koharenten Anpassung beschrieben werden kénnen.
Der Phaseniibergang - welcher anhand der simultanen [B-Messungen bestéatigt wird !
- ist somit auch anhand der [NR-Daten klar erkennbar.

Tabelle 7.2. Parameter der [NBFAnpassung des [DMPC}Oligolipidbilagensystems in schwerem
Wasser bei 18,0 °C und 26,0 °C.

Parameter 18,0 °C 26,0 °C

S %) 7.1 7,2

> [A] 5,08 + 0,07 6,97 + 0,03
ipsi 0,00 + 0,00 0,05+ 0,00
N 12 (2),14 (})& 16(2) | 16

dicops [A] 12,7 11,1

drcerre [A] 30,3 26,5

dyr1 [A] 9,3+0,1 9,6 + 0,1
dyw- [A] 9,28 + 0,00 14,92 + 0,00
dyws [A] 20,2 + 0,1 15,6 £ 0,0
pwasser [108 A2] | 6,21 £ 0,01 6,38 + 0,00
Lochanteil [%] 36,2+0,2 24+0,2
dwn, [A] 64,92 + 0,00 63,62 + 0,00
dges [A] 910,5 + 0,1 1.059,2 + 0,1
2 4.791 7.969

Bei der 18,0 °C-Messung liel3 sich der Bereich zwischen Abbruchkante und erstem
Bragg-Peak mit einer kohdrenten Summe nicht ansatzweise so treffend anpassen, wie
es mit der in Tabelle[7.2)aufgefiihrten inkoharenten Summe gelang. Zur Verdeutlichung
der Zunahme des Kontrasts sind die aus Tabelle resultierenden [SLD}Profile in Ab-
bildung [7.5] einander gegeniibergestellt. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu gewahr-
leisten, wird bei den 18,0 °C-Werten das[SLD}Profil des Summanden der inkoharenten
Summe dargestellt, der dieselbe Bilagenanzahl besitzt wie in der koharenten Anpas-
sung des Films bei 26,0 °C.
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Bei den beiden Anpassungen sind die Bilagenanzahlen gleich. Die Rauigkeiten der
Filmkomponenten werden hingegen innerhalb eines Filmes als gleich angenommen
und angepasst. Diese unterscheiden sich flr die beiden Temperaturen, wie Abbil-
dung zu entnehmen ist. Die angepasste Rauigkeit liegt fir den Film oberhalb der
Phasentbergangstemperatur héher als fir den Film unterhalb der Phasenibergang-
stemperatur. In Folge dessen kann fir den Film bei 18,0 °C die Siliziumoxidschicht
noch in Form einer linken Schulter bei der substratgebundenen Kopfgruppe erkannt
werden. Bei der 26,0 °C-Anpassung hingegen verschwimmt im [SLD}Profil der Hinweis
auf die Siliziumoxidschicht durch das Verschmelzen der linken Schulter mit der sub-
stratgebundenen Kopfgruppe. Der zweite und noch gravierendere Unterschied liegt in
den sich stark unterscheidenden Lochanteilen.
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Abbildung 7.5. Abgebildet sind die erhaltenen[SLD-Profile der Anpassungen der[NR-Daten fiir
[DMPC-Oligolipidbilagensysteme in schwerem Wasser bei 18,0 C und 26,0 C - dargestellt in
Abbi/dung mit den Werten aus Tabelle . Im Bereich z < 0 A liegt der Siliziumkristall und
beiz=0A beginnt die Siliziumoxidschicht, wobei der Ubergang aufgrund einer angenommenen
Rauigkeit von 3 A nicht scharf ist. Die angepasste Rauigkeit ist bei 18 <C geringer als bei
26 <C, was sich gut an der linken Schulter in der Ndhe der ersten Kopfgruppe erkennen ldsst.
Das erste Maximum hebt sich dahingehend von den weiteren Maxima ab, dass es das einzige
Maximum ist, welches auf den Kopfgruppenbereich zuriickzufiihren ist, da angenommen wird,
dass auf das Substrat direkt eine Kopfgruppe und danach ein Kettengruppenbereich folgt. Alle
weiteren Maxima sind - wie eingezeichnet - auf die Wasserschichten zurlickzufiihren. Der hohe
Kontrast bei 26 C ist Folge des geringen Lochanteils.

Die Minima im I[SLDI-Profil liegen fur den 26,0 °C-Film deutlich tiefer, als das bei dem
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7. Auswirkungen der Temperaturvariation

18,0 °C-Film der Fall ist. Diese Diskrepanz ist auf den unterschiedlichen Wassergehalt
zurlickzuflihren, da Wasser die in der Abbildung[5.2]auftretenden Locher fiillt und daher
die durchschnittliche [SLD]im Kettengruppenbereich bei 18 °C vergleichsweise hoch ist.
Durch die Erhéhung der Temperatur auf Werte oberhalb der Phasenibergangstempe-
ratur verschwinden die tiefen Lécher, wie der[AEM-Aufnahme in Abbildung|[7.3entnom-
men werden kann. Das deckt sich mit den angepassten Wasseranteilen des Films bei
26,0 °C und der damit einhergehenden niedrigeren des Kettengruppenbereichs
geman Abbildung [7.5]

Das zweite lokale Maximum im Bereich der Wasserzwischenschicht 1 ist fir den Film
oberhalb der Phasenlbergangstemperatur etwas niedriger als die darauffolgenden
Maxima, was bei dem Film unterhalb der Phasenltbergangstemperatur nicht der Fall
ist. Dies ist darauf zurlickzufihren, dass bei der 18,0 °C-Anpassung die Wasserzwi-
schenschicht 1 nur minimal kleiner ist als die Wasserzwischenschicht 2, wohinge-
gen bei der 26,0 °C-Anpassung die Wasserzwischenschicht 1 deutlich kleiner ist als
die Wasserzwischenschicht 2. Die lokalen Maxima der Wasserzwischenschichten der
Wiederholeinheit sind in beiden Fallen &hnlich grof3, da bei dem 18,0 °C-Film nicht
nur die Rauigkeit, sondern auch die Wasserzwischenschichten kleiner sind, sodass im
ISLD}Profil im Bereich der Wasserzwischenschichten ein vergleichbarer Maximalwert
erreicht wird.

Im [SLD}HProfil der 18,0 °C-Messung fallt zudem in Abbildung auf, dass das Maxi-
mum der duBersten Wasserzwischenschicht eine deutlich hdhere [SLD] aufweist als die
vorhergehenden Maxima. Dies ist darauf zurlickzufihren, dass bei dieser Anpassung
die Wasserzwischenschicht 3 deutlich gréBer ist als die Wasserzwischenschicht 2, wo-
hingegen die Rauigkeit an allen Grenzflachen als gleich gro3 angenommen wird. Das
Zusammenspiel zwischen der Rauigkeit, der Komponentenldnge und der resultieren-
den wird in Kapitel thematisiert und in Abbildung [2.5| visualisiert.

Alles in allem ist hinsichtlich Abbildung|[7.5]festzuhalten, dass die gréBere [SLD}Differenz
zwischen der Wasserzwischenschicht und dem Kettengruppenbereich bei 26,0 °C zu
einer hoheren Intensitat des Bragg-Peaks in Abbildung|[7.4]fihrt. Anhand der[XBRF und
[NRF-Ergebnisse kann die Dicke der Wiederholeinheit in Abh&ngigkeit von der Tempera-
tur dargestellt werden, wie in Abbildung[7.6]zu sehen. Dabei ist - trotz liberschaubarer
Statistik - zu erkennen, dass mit zunehmender Temperatur die Dicke der Wiederhole-
inheit abnimmt.

Abschlie3end ist festzuhalten, dass durch die Temperaturerh6hung oberhalb der Pha-
senlbergangstemperatur aufgrund der Strukturanderung der Lipide ein deutlich hdhe-
rer Kontrast und somit eine héhere Reflektivitat im Bereich des Bragg-Peaks erhalten
wurde, obgleich die Rauigkeit ebenfalls zunahm. Die Dicke der Wiederholeinheit lag
bei 26,0 °C unter den fir 18,0 °C bestimmten Werten, sodass der Trend, welcher bei
den [XBR-Messungen in Abschnitt[7.4] zu erkennen war, bestatigt wird. Die Bilagenab-
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7. Auswirkungen der Temperaturvariation

stande zueinander sind dabei nicht gro3 genug, als dass erwartet wird, [NP] auf einer
kurzen Zeitskala einlagern zu kénnen. Da die bei der Messzeit verfiigbaren [AuNPI zu-
dem einen relativ groBen Durchmesser von 500 A besaBen, war die Dicke der Was-
serzwischenschichten eine Gré3enordnung kleiner, sodass mit keiner Einlagerung von
[NPlin die Bilagen gerechnet und stattdessen andere Interaktionen erwartet wurden.

68 e DMPC-Oligolipidbilagensystem NR [
< 67,5 DMPC-Qligolipidbilagensystem XRR |-
L 67+ e Mittelwerte -
S 66,5 B
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2 67 n
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Abbildung 7.6. Dargestellt sind die Dicken der Wiederholeinheiten der [DMPC-
Oligolipidbilagensysteme bei Temperaturen zwischen 18,0 € und 26,0 .

7.5.2 Temperaturabhéangige Interaktion mit groBen

Den beiden in Kapitel charakterisierten DMPClISystemen wurden bei 18,0 °C
und 26,0 °C [AuNP] zugegeben und die Systeme wurden weiterhin mithilfe von [NB-
Messungen charakterisiert. Das Maximum der GréBenverteilung der [AuNPI lag bei ei-
nem Durchmesser von 500 A mit einem [PDI von 0,394 und die [AuNP| besaBen ein
¢-Potential von (65,1 £ 17,2) mV. Aufgrund des hohen positiven ¢-Potentials der [AuNP]
wird angesichts der von Anton-Paar durchgeflihrten Strémungspotentialmessungen,
bei denen fur die Oligolipidbilagensysteme im relevanten pH-Bereich stark negative
¢-Potentiale erhalten wurden, eine Interaktion der [AuNPI mit den Lipiden im aktuellen
Unterkapitel [7.5.2 erwartet.

Bisher wurden Gleichgewichtsmessungen betrachtet, bei denen eine Messung, die
langer als eine Stunde ging, durch eine weitere Messung bestatigt wurde. Hingegen
werden im Folgenden, anschlieBend an die Langzeitmessungen in Wasser, direkt nach
der [AuNP}Zugabe ins Reservoir Kinetikmessungen durchgefiihrt. Hierbei wurde ein
| 7|-Bereich von 0,02 A" bis 0,13 A"! gewéhlt, sodass neben dem ersten Bragg-Peak
im ungequollenen Zustand auch das etwaige Wandern des Bragg-Peaks zu kleineren
|'{|-Werten erkennbar sein wirde.

Die gezeigten Kinetikmessungen entstanden alle im Juni 2021 unter der Betreuung
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7. Auswirkungen der Temperaturvariation

von Philipp Gutfreund am Aufbau des[[LLs. Dabei wurden simultan NBF,
und[BFMessungen durchgefiihrt. 11 Um die Kinetik mithilfe von [NB-Messungen bei der
Interaktion aufzuldsen, wurden im Bereich von 0,02 A bis 0,13 A fortwahrend anein-
ander anschlieBende einminltige Messungen durchgefihrt. Die Anzahl an Counts in
Abhangigkeit von | 7| und der Zeit ¢ ist fir das 18,0 °C-System in Abbildung [7.7]darge-
stellt, wohingegen sie fiir das 26,0 °C-System Abbildung[7.9]zu entnehmen ist.
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Abbildung 7.7. Dargestellt ist die Intensitdt im Bereich des ersten Bragg-Peaks von
in schwerem Wasser bei 18,0 C nach der Zugabe von 500 A groBen[AuNP gemessen durch
[INR-Messungen. Anstelle einer Darstellung des gesamten Zeitbereichs wurde die Zeitskala auf
denselben Bereich wie die 26,0 C-Messung zugeschnitten, um eine bessere Vergleichbarkeit
zu ermdglichen.

In Abbildung ist zusatzlich die zeitliche Entwicklung des Bragg-Peaks der 18,0 °C-
Messung nach [NP+Zugabe in RQ*-Darstellung visualisiert.

Wie aus einem Vergleich der beiden Abbildungen [7.7| und [7.9] hervorgeht, verschiebt
sich die Lage des Bragg-Peaks nicht in einer erkennbaren Weise, wobei die Intensi-
tat innerhalb weniger Minuten abnimmt. Die Intensitatsabnahme erfolgt bei 26,0 °C
schneller, als das bei 18,0 °C der Fall ist. Die beiden aus bestehenden Oligo-
lipidbilagensysteme sind somit sowohl oberhalb als auch unterhalb der Phasenlber-
gangstemperatur nicht stabil, wenn sie den gro3en [AuNP] mit einer Konzentration von
10 £ ausgesetzt werden. Die Quantifizierung der Abtragung der Bilagen sollte sich er-
wartungsgemaB mithilfe der Kiessig-Oszillationen durchflhren lassen. Diese sind fur
den Fall der 18,0 °C-Messung nur fir die ersten acht Messungen auswertbar, weil
sie ab der neunten Messung zu schwach ausgepragt sind, als dass sie zur Gesamt-
schichtdickenbestimmung herangezogen werden kénnten. Exemplarisch sind im An-
hang in Abbildung [E.6] die erhaltenen Reflexionsprofile der dritten und zwdlften Mes-
sung einander gegenlbergestellt. Fir den Fall der 26,0 °C-Messung ist nur bei der
ersten einminttigen Kinetikmessung die Auswertung der Kiessig-Oszillationen még-
lich. Eine Quantifizierung der Bilagenabtragung mit der Ublichen Methodik ist daher
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7. Auswirkungen der Temperaturvariation

nicht durchflhrbar.
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Abbildung 7.8. Exemplarisch ist RQ* gegen @ im unmittelbaren Bereich des ersten Bragg-
Peaks von[DMPC in schwerem Wasser bei 18,0 C nach der Zugabe von 500 A groBen[AuNP
gezeigt. Hierbei sind auch die schwachen Anderungen in denNB-Messungen nach iiber 30 Mi-
nuten nach der Zugabe zu erkennen. Es werden nur Messungen im drei-Minuten-Rhythmus
gezeigt, um auch nach 45-minditiger[AuNP-Exposition die Daten erkennbar darstellen zu kén-
nen. Im Vergleich zu Abbildung@ ist zudem ein deutlich kleinerer Ausschnitt in () gewéhit.

Anzahl
i \II‘ }\HIIWI\M\ I‘ lH Ill‘I II COU nts

R i
N !ﬂ

il "Hn'v"l

AR |‘ I

————

Zeit [min]

'i'i'ii'l'... b

i

!m. il

Abbildung 7.9. Dargestellt ist die Intensitédt im Bereich des ersten Bragg-Peaks von
in schwerem Wasser bei 26,0 C nach der Zugabe von 500 A groBen[AuNP gemessen durch
[NBR-Messungen. Anhand dieser Darstellung kénnen alle aufgenommenen Messungen und der
gesamte )-Bereich visualisiert werden. Die Abnahme der Counts erfolgt im Bereich des Bragg-
Peaks deutlich schneller als in Abbildung[7.7
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7. Auswirkungen der Temperaturvariation

Mangels Alternativen wird im Folgenden eine Methode vorgeschlagen, wie die Ge-
samtschichtdicke mithilfe der Intensitat im Bereich des Bragg-Peaks ermittelt werden
kann. Grundvoraussetzung hierfir ist eine treffende Anpassung der NBFDaten wie sie
im Falle der beiden Filme in Abschnitt[7.5.1]in Abbildung[7.4]vorgenommen wurde. Bei
der vorgeschlagenen Alternative ist die Grundannahme, dass zwar stets die duf3erste
Bilage das System verlasst, aber instantan die Lage darunter auf den ehemaligen Ab-
stand der auBersten Bilage nachrlickt. So kann firr jede Bilagenanzahl die erwartete
Reflektivitdt modelliert werden. AnschlielBend kann ausgehend von diesen Modellsys-
tem die Anzahl an Bilagen variiert und die dadurch resultierende Reflektivitat simuliert
werden. Dabei wird davon ausgegangen, dass bei dem Bilagenverlust zunachst die Bi-
lagenanzahl der Wiederholeinheit abnimmt. AnschlieBBend verschwindet die duf3erste
Bilage und zuletzt die substratgebundene Bilage.

Ziel dieses Vorgehens ist es, dass anschlie3end von der gemessenen Reflektivitat Gber
die modellierte Reflektivitat auf die Bilagenanzahl geschlossen werden kann. Es wird
daher die Bilagenanzahl gegen die gemessene Reflektivitat aufgetragen. Die erhalte-
nen Daten konnten in guter Ubereinstimmung durch die in Gleichungbeschriebene
Funktion mit den dimensionslosen Parametern Ny, A4 und by_3 interpoliert werden.

R R R
N(R) = Ny + A; - exp(— E) + Ay - exp(— b_2> + Asz - exp(— b_g) (7.1)

Die entsprechende Modellierung ist in Abbildung [7.10]dargestellt.
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Abbildung 7.10. Dargestellt ist die Bilagenanzahl N in Abhédngigkeit von der gemessenen
Reflektivitdt R im Bereich des Bragg-Peaks ausgehend von den in Tabelle dargestellten
Modellsystemen. Wie in Abschnitt diskutiert, ist die Reflektivitédt bei 26,0 C bei gleicher
Bilagenanzahl N héher.
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7. Auswirkungen der Temperaturvariation

Fur die Verwendung der Funktion spricht die gute Ubereinstimmung zwischen den ex-
perimentellen Daten und der Interpolation, nicht jedoch ein zugrunde liegendes phy-
sikalisches Modell. Die fiir Abbildung verwendeten Parameter sind in Tabelle
aufgelistet.

Tabelle 7.3. Parameter der Anpassungen der Bilagenanzahl in Abhangigkeit von der Neutro-
nenreflektivitat des [DMPClOligolipidbilagensystems bei 18,0 °C und 26,0 °C.

Temperatur | 18,0 °C 26,0 °C

No 466,2 + 3457 4.289,4 + 22.304,2
A 1,424 + 0,073 -2,760 + 0,065

by (5,52 +0,71)-10®° | (2,05 +0,10) - 107
A, -2,613 + 0,067 -4285,3 + 22.304,2
b (7,33 +0,46) - 10* | 6,41 + 33,45

As -462,8 + 345,7 -1,615 + 0,053

b 0,296 * 0,226 (1,19 +0,09) - 10
N 51-10% 55-10*

Wie Tabelle[7.3]zu entnehmen ist, sind die Fehler der abgeleiteten Parameter fir die in
Gleichung beschriebene Funktion teilweise sehr gro3. Das ist auf den begrenzten
Bereich der Messpunkte und die Uberschaubare Anzahl an Messpunkten zurtickzufih-
ren. Fir die Uberfiihrung der gemessenen Reflektivititen in eine Bilagenanzahl und
somit in eine Gesamtschichtdicke sind die ermittelten Fehler véllig irrelevant, da die er-
haltenen x2-Werte fiir die Anpassung der Messdaten in Tabelle entsprechend klein
und die Anpassungen in Abbildung [7.10] gut sind.

Mithilfe der in Abbildung[7.10]dargestellten Anpassungen kénnen die gemessenen Re-
flektivitaten der einminttigen Kinetikmessungen in eine Bilagenanzahl N und somit
in die zugehoérige Gesamtschichtdicke Gberflhrt werden, wie dies in den Abbildun-
gen [7.11 und [7.12 zu sehen ist. Wie den Abbildungen [7.11] und [7.12 zu entnehmen
ist, sind die Gesamtschichtdicken, welche mittels Kiessig-Oszillationen zu Beginn der
Messung noch bestimmt werden konnten, sehr ahnlich zu den Gesamtschichtdicken,
die auf dem beschriebenen Wege aus der Reflektivitdt abgeleitet wurden. Fir den
Uberprifbaren Bereich ist die Methode daher legitimiert.

Mittels gleichzeitig stattfindender [SEFMessungen kann die Gesamtschichtdicke simul-
tan bestimmt werden. Die [SE}Daten wurden mithilfe eines Cauchy-Modells fiir das Oli-
golipidbilagensystem in schwerem Wasser angepasst. Dabei wurden die Brechungs-
indexwerte flir schnweres Wasser der Literatur entnommen. 42l
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Gesamtschichtdicke [A]

1000 I 1 I 1 1 1 I I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1

1 NR
| * Kiessig-Oszillationen [

800 SE

600

400 —

200 —

0 T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T

0 20 40 60 80 100 120

Zeit [min]

Abbildung 7.11. Dargestellt ist die zeitliche Entwicklung der Gesamtschichtdicke des[DMPC-
Oligolipidbilagensystems nach Zugabe der 500 A groBen [AuNP mit einer Konzentration von
10 X9 bei 18,0 C. Wéhrend die Dauer einer[INB-Messungen 60 s betrug, lag die Ldnge einer
[SB-Messung bei 10 s.
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Abbildung 7.12. Dargestellt ist die zeitliche Entwicklung der Gesamtschichtdicke des [DIMPC-
Oligolipidbilagensystems nach Zugabe der 500 A groBen [AuNP mit einer Konzentration von
10 £9 bei 26,0 C.
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7. Auswirkungen der Temperaturvariation

Mithilfe der in Tabelle gelisteten Werte fir die Gesamtschichtdicke wurden aus
den [SEFMessungen vor der NPFZugabe die Cauchy-Parameter A und B geman Glei-
chung[2.23]abgeleitet. Die Anpassung der[SEFDaten bei 18,0 °C vor der[AuNP+Zugabe
sind exemplarisch in Abbildung[E.7|im Anhang in Kapitel[E|dargestellt. Die abgeleiteten
Parameter der 18,0 °C und 26,0 °C-Messung sind in Tabelle[7.4] aufgefihrt.

Tabelle 7.4. Cauchy-Parameter der [SEFAnpassungen der DMPC}Oligolipidbilagen in schwe-
rem Wasser bei 18,0 °C und 26,0 °C.

Temperatur | A B [103 um?]
18,0 °C 1,451 + 0,000 | 2,11 £ 0,09
26,0 °C 1,432 £ 0,001 | 1,77 £ 0,21

Zur Schichtdickenbestimmung nach der NPFZugabe wird davon ausgegangen, dass
die in Tabelle gelisteten Cauchy-Parameter noch immer Giiltigkeit besitzen und
sich lediglich die Gesamtschichtdicke &ndert. Die Parameter ¥ und A sowie die zu-
gehdrigen Anpassungen sind fir den Fall von 18,0 °C exemplarisch in den Abbildun-
gen und im Anhang dargestellt, wahrend die Fehler AV und AA in Abhan-
gigkeit von der Wellenlange Abbildung zu entnehmen sind. Die aus den und
[NRFMessungen abgeleiteten Gesamtschichtdicken in Abhangigkeit von der Zeit sind
flr das System bei 18,0 °C in Abbildung und fur das Pendant bei 26,0 °C in Ab-
bildung [7.12 dargestellt.

Aus den Abbildungen [7.11|und [7.12| lassen sich die Zeiten bestimmen, nach welchen
die Gesamtschichtdicken auf die Halfte abgefallen sind. Die Resultate sind in Tabel-
le dargestellt. Zudem sind auch die mithilfe von [RF-Messungen ermittelten Zeiten
aufgefiihrt. Diese wurden simultan von Christian Busch durchgefthrt. !

Tabelle 7.5. Halbwertszeiten ¢, ,, von DMPC}Oligolipidbilagen bei [AuNP}interaktion, die durch
NRF, und [BFMessungen ermittelt wurden. Die Messungen erfolgten in schwerem Wasser
bei 18,0 °C und 26,0 °C.

Temperatur | ¢/, (NB)[min] | ¢/, (SE)[min] | ¢1 /2 ((B)[min]
18,0 °C 8,3 9,2 8,9
26,0 °C 4.2 1,7 4.8

Wie ein Vergleich der Abbildungen und miteinander und ein Blick auf Ta-
belle verrét, ist die Ubereinstimmung insgesamt sehr gut. Jedoch weicht das Re-
sultat der [SEFMessung bei 26,0 °C deutlich von denen der [NBF und [B-Messungen
ab. Bei den Anpassungen der [SEFMessungen wird angenommen, dass die Cauchy-
Parameter, die vor der [AuNPFZugabe bestimmt wurden, zeitlich konstant sind. Diese
Annahme steht im Einklang mit den Annahmen, die zur Bestimmung der Gesamt-
schichtdicke mittels NB-Messungen verwendet werden. Bei allen wird davon ausge-
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gangen, dass sich der Zusammenhang zwischen Reflektivitat und Bilagendicke vor
und nach der [AuNP}Zugabe nicht &ndert. Es ist daher nicht sinnvoll, im Falle der [SE}
Anpassungen zeitlich variable Cauchy-Parameter anzunehmen. Es bleibt somit aktuell
ein Forschungsgegenstand, weshalb bei 26,0 °C solch eine Abweichung auftritt.
Unabhangig von der Messmethode bleiben die Oligolipidbilagensysteme bestehend
aus nicht stabil, wenn sie groBen [AuNP| mit einer Konzentration von 10 2
ausgesetzt sind. Die erhaltenen Ergebnisse der Messmethoden stimmen zudem darin
Uberein, dass die DMPC}Systeme oberhalb der Phaseniibergangstemperatur schnel-
ler das Substrat verlassen, als das unterhalb der Phasenibergangstemperatur der Fall
ist. Da die Systeme oberhalb der Phasenlbergangstemperatur einen bedeutend ge-
ringeren Wasser- bzw. Lochanteil aufweisen, kdnnen die [AuNP| besser in das System
unterhalb der PhasenlUbergangstemperatur eindringen. Dennoch bleiben die Systeme
unterhalb der Phasenilibergangstemperatur langer stabil.

Verglichen mit dem negativ geladenen System mit 30 % das in Abschnitt
auch nach Uber 20-stiindiger [AuNPIExposition nicht in einem Gleichgewichtszustand
vorlag, ist die kurze Zeit von wenigen Minuten, in welcher die Oligolipidbilagen abgetra-
gen werden, bemerkenswert. Wie bereits in Kapitel [6.6.1] angesprochen, interagieren
schwach geladene Filme mit 30 %[Chol nur schwach in Wasser mit[AuNP|. Es stellt sich
daher die Frage, ob die Stabilitat eines zwitterionischen DMPCIFilms mit 30 %[Chol bei
diesen groBen [AuNP], welche die DMPC}Oligolipidbilagensysteme nach einigen Minu-
ten abgetragen haben, auch die Filme mit einem [CholFAnteil von 30 % abtragen und
wie sich die Erhdhung der Temperatur auf dieses System auswirkt. In Abbildung
ist die Reflektivitat im Bereich des ersten Bragg-Peaks nach Zugabe der 500 A groBen
[AuNPI mit einer Konzentration von 10 £ bei 20,0 °C dargestellt.

Anzahl
200 Coini% 00
150
=50

100

Zeit [min]

50

qIIIIIIIIIIIi—IIIE

0,02 0,04 0,06 0,08 0,0 0,12
-1
QA ]
Abbildung 7.13. Dargestellt ist die zeitliche Entwicklung der Gesamtschichtdicke nach Zugabe
der 500 A groBenl[AuNR mit einer Konzentration von 10 £ bei 20,0 °C zu einem 70 %

30 %[Chol-System. In dieser Darstellung kénnen alle Messungen visualisiert werden, wéhrend
das Ubereinanderlegen von (ber 200 Bragg-Peaks keine Ubersichtlichkeit erméglicht.
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7. Auswirkungen der Temperaturvariation

Wie Abbildung entnommen werden kann, bleibt das System durch die Zugabe
von 10 £ bei 20,0 °C innerhalb von vier Stunden véllig unverandert. Das System ist
stabil und eine Darstellung der Kinetik obsolet. In Kapitel [7.3.2] wurde nachgewiesen,
dass die Systeme mit 30 % auch bei Temperaturerhbéhungen stabil sind und in
Kapitel festgestellt, dass durch die Erh6hung der Temperatur Gber die Phasen-
Ubergangstemperatur von strukturell nur eine geringe Anderung einsetzt. Die
Stabilitat des Systems wurde daher auch bei der in Kapitel bestimmten Phasen-
Ubergangstemperatur von bei 24,2 °C untersucht. Das Ergebnis der Messung
ist in Abbildung [7.14] dargestellt.
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Abbildung 7.14. Dargestellt ist die zeitliche Entwicklung der Gesamtschichtdicke nach Zugabe

der 500 A groBen[AuNP mit einer Konzentration von 10 %9 bei 24,2 <C zu einem Oligolipidbila-
gensystem bestehend aus 70 % 30 %

Wie ein Vergleich der Abbildungen [7.13] und [7.14] zeigt, lag die Intensitat des Bragg-
Peaks des bei 24,2 °C charakterisierten Systems durchgehend hdher, als das fir das
andere System, das bei 20,0 °C mit [AuNP] in Kontakt kam, der Fall war. Das ist dar-
auf zurtickzufiihren, dass das System bei 20,0 °C nach der Rotationsbeschichtung
aus weniger Bilagen aufgebaut war als das System, welches bei 24,2 °C charakteri-
siert wurde. Insbesondere geht aus Abbildung hervor, dass das System auch bei
24,2 °C in einer Umgebung aus 500 A groBen [AuNP] mit einer Konzentration von 10 #1—%
stabil ist. Das unterstreicht die stabilisierende Wirkung der lamellaren Schichten durch
die Anwesenheit von in den Bilagen.

7.6 Zusammenfassung

Bei Erhdhung der Temperatur nimmt geman der Ausfiihrungen in Kapitel [7.3|die Stabi-
litat der DMPCHOligolipidbilagensysteme stark ab, wahrend durch die Einlagerung von
Choll die Temperaturstabilitét in sehr hohem MafB3e verstarkt wird. Durch das Heizen
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7. Auswirkungen der Temperaturvariation

auf Temperaturen, die oberhalb der Phasentbergangstemperatur liegen, kdnnen die
Lochanteile innerhalb der Filme drastisch reduziert werden. Dabei stellt sich die Frage,
ob trotz der geringeren Lochanteile die Exposition aller Bilagen mit den [NP| gewahr-
leistet ist.

Bei der Wechselwirkung mit groBen [AuNP] interagieren die [DMPCl-Oligolipidbilagen-
systeme oberhalb der Phasenlibergangstemperatur dahingehend starker mit den NP,
dass die Abtragung vom Substrat schneller erfolgt. Aufgrund des stark negativen (-
Potentials der Membranen und des stark positiven (-Potentials der [AuNP] wird davon
ausgegangen, dass die Membranen sich - zumindest teilweise - an die positiv funktio-
nalisierten[AuNP| heften, was die Abtragung erklart. Die Messmethoden [R, [SE|und NE]
liefern dabei - abgesehen von der Messung bei 26,0 °C fir - in einem zufrieden-
stellenden Maf3e Uibereinstimmende Ergebnisse. Fir die NR-Kinetikmessungen wurde
dabei in Abschnitt[7.5.2]ein Verfahren présentiert, wie auch ohne Kiessig-Oszillationen
auf die Gesamtschichtdicke des Systems geschlossen werden kann.

Die Quantifizierung der Wiederholeinheitendicke in Abhangigkeit von der Tempera-
tur in Abschnitt ergab, dass auch durch eine Temperaturvariation die
Bilagenabsténde nicht in starkem Mafe beeinflusst werden. Geman Abschnitt[6.4.1]ist
das auch nicht bei der Einlagerung geladener Lipide der Fall.

Im folgenden Kapitel |8/ werden daher Salzl6sungen verwendet, um herauszufinden,
ob auf diese Weise eine verstarkte elektrostatische Repulsion, verbunden mit deutlich
erhohten Bilagenabstanden, erzielt werden kann.
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8. Auswirkungen von Salzlésungen

8 Auswirkungen von Salzlosungen

Die Zugabe von Salzen zu den Modellsystemen bietet aus biologischer Sicht den zen-
tralen Vorteil, dass sich durch die Anwesenheit von lonen in Lésung die Modelle weiter
dem nattrlichen Organismus anndhern. Die in der Natur auftretenden lonenstarken,
denen Zellmembranen von Organismen ausgesetzt sind, variieren dabei von sehr ge-
ringen lonenstarken im Regenwasser Uber steigende lonenstarken in Bachen sowie
Flissen bis hin zu sehr hohen lonenstarken wie sie beispielsweise in Seen oder dem
Meer vorliegen. Auch in Eukaryoten spielt die Variation der lonenstarke nicht nur beim
Kontakt mit SUB- oder Salzwasser eine wichtige Rolle. Durch defekte lonenkanéle in
Membranen kénnen auch deutlich geringere lonenstarken auftreten als im Normalfall
tblich, die somit auch von Relevanz fiir die Forschung sind. 143l

In Kapitel [ stellt sich die Frage, in welcher Form Salze von biologischer Relevanz die
Struktur von Oligolipidbilagensystemen und dabei insbesondere auch die Bilagenab-
stédnde in Abhangigkeit der lonenstéarke beeinflussen. Zudem wird untersucht, in wel-
cher Form die Anwesenheit von Salzen die Lipid{NP}Interaktion beeinflusst.

In Unterkapitel [8.1] wird zunachst betrachtet, inwieweit sich die Phasenlibergangstem-
peratur fir DMPC}Vesikel in einer 50 mM Magnesiumchloridlésung, was der lonen-
starke im menschlichen Korper entspricht, 57 S- 204 111144, S. 650 111431 oy der Phasenliber-
gangstemperatur in Wasser unterscheidet. In Abschnitt wird mithilfe von [NB-Mes-
sungen untersucht, inwieweit sich die Bilagenabstéande von Oligolipidbilagensystemen
durch die Zugabe von Salzen verandern und welchen Einfluss die anschlieBende Zu-
gabe von NP auf die Modellsysteme hat. Im daran anschlieBenden Unterkapitel
wird der Umstand genutzt, dass die[SLD|der Komponenten bei[XBB-Messungen grund-
legend anders sind als bei NBFMessungen und es daher naheliegend ist, weitere Er-
kenntnisse Uber das System aufgrund der unterschiedlichen Kontrastverhaltnisse zu
erforschen. Im abschlieBenden Unterkapitel [8.4] werden die Ergebnisse zusammenge-
fasst und eingeordnet.

8.1 [DSC-Messungen

Das Modellsystem wird dahingehend variiert, dass genau die Menge an Magnesium-
chlorid zugegeben wird, durch welche die lonenstarke der Loésung der lonenstarke des
menschlichen Blutes entspricht.l57 S- 20411144 S. 650 £1[145] \Mijthilfe einer weiteren DSC-
Messung lasst sich untersuchen, inwieweit dadurch die Phasentbergangstemperatur
des Systems geandert wird und in welcher Form sich die Schmelzenthalpie dndert. Da
in diesem Kapitel die Temperaturvariation keine Rolle spielt, wird die Beeinflussung der
Phasentbergangstemperatur primar genutzt, um dadurch Rickschlisse auf die Wech-
selwirkung zwischen den Lipiden und den Salzen zu ziehen. Die erhaltenen Messwerte
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8. Auswirkungen von Salzlésungen

fir die Bestimmung der Phasenltbergangstemperatur in 50 mM Magnesiumchloridl6-
sung sind in Abbildung [8.1] dargestellt. Die bestimmte Hauptphasenibergangstempe-
ratur betragt dabei (24,57 + 0,16) °C und die Schmelzenthalpie (21,0 + 0,5) X

mol *

— 100 % DMPC 1 mg/mL |

100

n
o
|
I

Cp [kd/mol/°C]

0 1 1 1 T [ 1 [ T Tt [ T T T [ T 11T

22 23 24 25 26 27 28
Temperatur [°C]

Abbildung 8.1. Bestimmte spezifische Wéirmekapazitit C, einer |[DMPQO-Vesikellésung in
50 mM Magnesiumchloridlésung mit der Konzentration ¢y, = 1 mg/mL.

Verglichen mit den Werten in Wasser in Kapitel [7.1.1]bzw. mit Abbildung [7.7]nimmt die
Phasenibergangstemperatur um (0,34 £ 0,23) °C zu und die Schmelzenthalpie um
(1,0+0,7) X ab.

Die Veranderungen liegen jeweils im 2 o-Bereich und sind somit nicht statistisch signifi-
kant. Um statistisch signifikante Anderungen zu erhalten, wére es méglich, mit deutlich
héheren Salzkonzentration zu arbeiten, wodurch jedoch die biologische Relevanz ver-
loren ginge. Ein Vergleich mit der Literatur zeigt ebenfalls, dass bei vergleichbaren L6-
sungen eine etwas héhere Salzkonzentration zu einer Erh6hung der Phasentbergang-
stemperatur fihrt. Dies ist darauf zurlickzuflihren, dass sich die Salze besser an
anlagern kdnnen, welches sich in der in Abbildung [4.3] skizzierten PB’-Phase befindet,
als das in der Fall ist, wenn oberhalb der Phasenibergangstemperatur in der
La-Phase vorliegt. Diese Literaturwerte zeigen, dass die Zugabe von Kalziumchlorid
bereits ab einer Konzentration von 200 mM eine Erh6hung der Phasenltbergangstem-
peratur um (2,02 + 0,07) °C zur Folge hat, wobei Natriumchlorid in derselben Konzen-
tration mit einer Anderung der Phaseniibergangstemperatur von (0,00 = 0,01) °C zu
praktisch keiner Veranderung fuhrt. Erst ab einer Konzentration von 500 mM steigt die
Phaseniibergangstemperatur um (0,09 * 0,01) °C leicht an. 8311140l

Die gemessene Zunahme der Phasenibergangstemperatur durch die Anwesenheit
von Magnesiumchlorid ist somit geman eines Vergleichs mit der Literatur starker als
durch Natriumchlorid, aber schwacher als durch Kalziumchlorid. Dies deckt sich mit
den DSC}, und Molekulardynamik-Simulation (engl.: molecular dynamics si-
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8. Auswirkungen von Salzlésungen

mulation) (MD)-Ergebnissen von Le et al., die zeigen, dass sich Kalzium- und Magne-
siumionen permanent in die Membranen einlagern und daher die Phasentbergang-
stemperatur starker erhdhen, als das bei Natriumchlorid der Fall ist.l'4®! Es ist somit
davon auszugehen, dass durch die Wahl von Kalziumchlorid als Salz das Modellsys-
tem am starksten beeinflusst wird und mit Magnesiumchlorid die Beeinflussung auch
noch vergleichsweise hoch ist, wohingegen mit Natriumchlorid das System nur sehr
schwach beeinflusst wird.

Die Abnahme der Schmelzenthalpie durch die Erhéhung der Salzkonzentration von 0
auf 50 mM deckt sich damit qualitativ mit den Resultaten von Sturtevant, der sowohl
bei Wasser, 200 mM Natriumchloridlésung als auch 200 mM Kalziumchloridiésung je-
weils die Schmelzenthalpie bestimmte und denselben Effekt fir beide Salzlésungen
beobachtete, 4% wobei in dieser Arbeit hingegen primar Magnesiumchlorid als Salz
verwendet wird.

Da sich gemal Sturtevant die Phasenlbergangstemperatur von in einer
200 mM Natriumchloridldsung nicht von der in Wasser unterscheidet, 49 miissen die
Kalziumionen in die DMPCFMembranen eingelagert werden. Wéren es die Chloridio-
nen, masste sich auch in einer Natriumchloridlésung die Phasenltbergangstempera-
tur und Schmelzenthalpie starker andern. Obgleich die Ergebnisse nicht statistisch
signifikant sind, deutet der Trend daraufhin, dass auch Magnesiumionen in die
Bilagen eingelagert werden. Aufgrund der Hydrophilie der Kopfgruppen und der lonen
erfolgt die Einlagerung dabei im Kopfgruppenbereich, wie Szczes fir Kalziumionen und
ein DPPCHChol-System 47 und Kohli et al. allgemein fiir Lipide und Kalziumionen be-
statigen. 48l Zusammenfassend ist festzuhalten, dass durch die Zugabe von Magnesi-
umchlorid die Phasenlbergangstemperatur leicht angehoben und die Schmelzenthal-
pie schwach abgesenkt wird. Da die Anderung der Phaseniibergangstemperatur auf
eine selektive Einlagerung von bivalenten Kationen zuriickgefiihrt wird, ist im nachsten
Schritt in Unterkapitel[8.2]das Ziel, die Auswirkungen auf die Wiederholeinheitendicken
zu quantifizieren, bevor die Interaktionen der Modellsysteme mit NPl in Salzlésungen
untersucht werden.

8.2 Neutronenreflexionsmessungen in Magnesiumchloridlésung

Die Interaktion zwischen den leicht geladenen, [Chol beinhaltenden DMPCHOligolipidbi-
lagensystemen und[AuNPlwar in Wasser fiir kleine[NPlgeman des Abschnittes[6.6.2zu
langsam, als dass der Gleichgewichtszustand in einem zeitlich Gberschaubaren Rah-
men erreicht worden ware. Mit groBen [AuNP|kam es hingegen zu einer Abtragung der
[DMPC}Oligolipidbilagensysteme, wohingegen Filme mit einem [ChollAnteil von 30 %
nicht messbar mit den groBen [NP interagierten. Ziel dieses Unterkapitels ist es, die
Beeinflussung der Charakteristika der Systeme durch die Variation der Magnesium-
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8. Auswirkungen von Salzlésungen

chloridkonzentration zu ergriinden. Eine weitere Fragestellung ist, ob die Zugabe von
Salzen gréBere Bilagenabstédnde generiert, die gunstigere Rahmenbedingungen fur
die Interaktion der Systeme mit NPl schafft.

Im Folgenden wird zunachst in Unterkapitel auf die Beeinflussung des
Systems durch die Interaktion mit Magnesiumchloridlésung eingegangen. Anschlie-
Bend wird in Unterkapitel der [CholtGehalt des Systems auf 20 % erhéht und
untersucht, welche Anderungen durch die Einlagerung von resultieren. In Ab-
schnitt[8.2.3|wird die Beeinflussung des Systems durch die Einlagerung von geladenen
Lipiden in die Bilagen untersucht. AbschlieBend werden Systeme mit einem[Chol-Anteil
von 30 % in Unterkapitel und 50 % in Abschnitt[8.2.5]thematisiert.

Zunachst soll aber in Form einer Uberschlagsrechnung abgeschétzt werden, welche
Anderungen der Kopfgruppen{SLD| durch die etwaige Einlagerung eines Magnesium-
ions pro Kopfgruppe erwartet wird, um festzustellen, ob die bisher angenommene
weiter verwendet werden kann oder eine massive Anderung zu erwarten ist, was eine
Anpassung der Kopfgruppen{SLDI erforderlich machen wiirde.

Die[SLDl eines Magnesiumions betragt 34,38 - 106 A2 bei einem Volumen von 1,56 A3.
Wird von einer solvatisierten Kopfgruppe mit 8,4 Wassermolekuilen pro Kopfgruppe und
somit einer[SLDJvon 3,88 - 10® A2 bei einem Volumen von 589 A3 ausgegangen, ergibt
sich bei der Einlagerung eines lons pro Kopfgruppe die in Gleichung aufgefiihrte
zusammengesetzte [SLD| psr, k¢ new flr das Kopfgruppensystem von 3,96 - 10© A

1,56 A% 343810 A > +589A>. 3,88 . 106 A"

- - ~ 3,96- 100 A~
1,56 A’ + 589 A

PSL KG neu —

(8.1)

Somit ist die [SLDFAnderung selbst bei dem Grenzfall - der Einlagerung eines lons
pro Kopfgruppe - gering. Bei einer solch schwachen Anderung iibersteigt - selbst im
Fall der maximalen Einlagerung - der Fehler bei der Anpassung die ermittelte An-
derung der Kopfgruppen{SLDI deutlich. Die Einlagerung der lonen kann mithilfe von
[NB-Messungen somit nicht quantifiziert werden. Es wird daher auch in Magnesium-
chloridlésung an den Parametern des bisherigen Modells festgehalten und von einer
solvatisierten Kopfgruppe mit einer[SLDIvon 3,88 - 10® A2 ausgegangen.

8.2.1 100 % DMPC|

In diesem Abschnitt wird zunéchst die zeitliche Anderung eines [DMPCl-Oligolipidbila-
gensystems durch Magnesiumchloridzugabe thematisiert. AnschlieBend wird das Sys-
tem bei unterschiedlichen Magnesiumchloridkonzentrationen im jeweiligen Gleichge-
wichtszustand charakterisiert und abschlieBend die Interaktion mit[AuNP] untersucht.
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Zeitliche Entwicklung des Systems nach Magnesiumchloridzugabe

Um die zeitliche Entwicklung zu visualisieren, wird zunachst die Lage des Bragg-Peaks
des [DMPCl-Oligolipidbilagensystems in Wasser bestimmt. Diese ist Abbildung [8.2] zu
entnehmen.
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Abbildung 8.2. Dargestellt sind die [NB-Daten eines Oligolipidbilagensystems bestehend aus
DMPQ vor der Zugabe von Magnesiumchlorid.

Wie anhand der Abbildung [8.2] zu erkennen ist, liegt vor der Magnesiumchloridzugabe
der Bragg-Peak des [DMPClOligolipidbilagensystems - und somit auch der Startwert
fiir die Kinetikmessung - bei etwa 0,10 A'. Die zeitliche Entwicklung der Lage des
Bragg-Peaks ausgehend von Wasser hin zu einer Gleichgewichtskonzentration an Ma-
gnesiumchlorid von 50 mM mittels NRFMessungen ist in Abbildung [8.3|dargestellt.
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Abbildung 8.3. Dargestellt ist die zeitliche Entwicklung der[NB-Daten eines Oligolipidbilagen-
systems bestehend aus nach der Zugabe von Magnesiumchlorid. Die Endkonzentra-
tion nach der vollstdndigen Durchmischung in der Probenkammer betrug 50 mM. Die Lage
des Bragg-Peaks zum Zeitpunkt 0 unterscheidet sich grundlegend von dem Startwert in Abbil-

dung @
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Das Pumpsystem, welches den FlUssigkeitsaustausch zwischen Reservoir und Pro-
benkammer gewéhrleistet, liefert einen Fluss von 0,6 It 7l sodass in einer guten hal-
ben Stunde das komplette FlUssigkeitsvolumen von 20 mL durch die Probenkammer
mit einem Volumen von circa 5 mL gepumpt wird. Das Pumpsystem befindet sich im
Bereich des Neutronenstrahls und ist daher nicht zuganglich, sobald die Justage des
gestartet wird. Somit muss das Pumpsystem vor der Justage eingeschaltet werden.
Wie der Vergleich des Startwertes des Bragg-Peaks in Abbildung mit der Lage des
Bragg-Peaks wahrend der Kinetikmessung in Abbildung [8.3] zeigt, gelang es nicht, die
Justage in kurzerer Zeit durchzuflhren als das Pumpsystem benétigt, um die Magne-
siumchloridlésung aus dem Reservoir in den Probenraum zu bringen. Die Justage war
allerdings noch schnell genug, um in Abbildung [8.3| zu erkennen, dass der Bragg-Peak
zu Beginn deutlich schmaler ist als einige Minuten danach.

Neben der Wanderung des Peaks von ehemals etwa 0,10 A hin zu circa 0,05 A", wo-
von der letzte Teil der Wanderung ab ca. 0,065 A in Abbildung 8.2 zu erkennen ist, und
der angesprochenen starken Verbreiterung des Bragg-Peaks ist vor allem erkennbar,
dass auch nach den dargestellten 300 Minuten kein Gleichgewichtszustand vorliegt.
Das Maximum verschiebt sich - nach der binnen Minuten verlaufenden ersten starken
Verschiebung - mit fortschreitender Zeit sehr langsam hin zu kleineren | ¢|-Werten.

Gleichgewichtszustande in Magnesiumchloridiésungen

Nach der eben beschriebenen Kinetik nach der Zugabe von Magnesiumchlorid zu
Wasser, bei welcher eine Gleichgewichtskonzentration von 50 mM eingestellt wurde,
soll im Folgenden ein DMPCl-Oligolipidbilagensystem bei unterschiedlichen Magnesi-
umchloridkonzentrationen mithilfe von [NRF-Messungen charakterisiert werden, um her-
auszufinden, in welcher Form die Charakteristika des Oligolipidbilagensystems von
der Magnesiumchloridkonzentration abhangen. Die Daten mit den zugehdrigen An-
passungen sind in Abbildung[8.4]chronologisch dargestellt. Bei dieser Messung wurde
zunachst mit einer Konzentration von 50 mM begonnen und die Lésung dann mehr-
fach verdinnt. AnschlieBend wurde die Konzentration wieder auf zwei zuvor bereits
verwendete Konzentrationen erhdht, um zu sehen, ob die Ergebnisse reproduzierbar
sind. Dabei liegen die hier gezeigten Systeme in einem Gleichgewichtszustand vor.
Die Daten flir Wasser wurden bereits in Kapitel angepasst und die Parameter
sind Tabelle [6.1]in der Spalte [HZBI2019/06 zu entnehmen. Die Parameter aller Anpas-
sungen der Oligolipidbilagensysteme aus Abbildung [8.4]sind in der Tabelle [8.1] gelistet,
wobei in der Tabelle anstelle von Wasser der Eintrag Losungsmittel (LM) gelistet ist,
da es sich bei den Umgebungen in den vorliegenden Messungen um Magnesiumchlo-
ridldsungen und nicht um reines Wasser handelt. Diese Notation wird auch bei den
folgenden Tabellen verwendet.
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Abbildung 8.4. Dargestellt sind die [NR-Daten fiir ein Oligolipidbilagensystem bestehend aus
in Abhangigkeit von der Magnesiumchloridkonzentration. Zundchst wurde in schwe-
ren Wasser gemessen, danach folgten folgende Magnesiumchloridkonzentrationen: 50 mM,
17 mM, 6 mM, 2 mM, 1 mM, 50 mM (2), 17 mM (2) und abschlieBend wurden[AuNB mit der
Konzentration 5 % zugegeben. Die Systeme konnten mithilfe des in Abbildung darge-
stellten Modells unter der Annahme gleichbleibender Lochanteile im Oligolipidbilagensystem
angepasst werden. Die erhaltenen Daten nach derlAuNP-Zugabe wurden unter der Annahme
einer substratgebundenen Bilage angepasst.
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Die Messdaten lassen sich gut durch eine koharente Anpassung darstellen, was sich
mit den [AEMI-Bildern an Luft deckt, da diese viele kleine Furchen zeigen, wobei die
Strukturierung kleiner ist als die Koharenzlange.

Tabelle 8.1. Parameter der [NBFAnpassung der DMPC}Oligolipidbilagen in schwerem Wasser
mit verschiedenen Magnesiumchloridkonzentration bei 20,0 °C.

Konzentration [mM] | 1 2 6 17 (1) [ 17(2) |50 (1) | 50 (2)
A“T?" [%] 234 (234 |253 |16,9 |16,3 |16,5 | 14,6
5 [A] 13,8 | 13,7 |150 |157 |173 |[152 |152
AY [A] 0,0 |0, 0,1 0,1 0,2 0,0 0,1
ipsL 0,43 /0,39 (041 |027 |027 |026 |0,24
Nipsr, 0,02 | 0,02 (0,03 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00
N 5 5 4 5 5 6 6
dyy [A] 44 |27 [207 [135 |135 [433 [438
Ady [A] 03 |03 |05 |06 0,6 06 |06
dy [A] 20,2 |[21,8 |200,0|129,3 |128,1 |80,6 |81,6
Adys [A] 02 |02 |08 |02 0,2 0,1 0,1
dy [A] 48,9 |50,6 |272,3|191,2 |184,4 |101,1 | 106,1
Adys [A] 03 |03 |07 |04 0,4 04 |03
prv [10€ A2 593 (593 |593 |593 |593 |[593 |5093
Apra [100 A2 0,01 | 0,01 |0,02 |0,01 0,01 | 0,01 |0,01
Lochanteil [%] 31,7 31,7 31,7 |31,7 31,7 |31,7 |317
ALochanteil [%] 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
dwn [A] 771 | 787 |256,9|186,2 | 1850 |137,5 | 1385
Adyy, [A] 02 |02 |08 |02 0,2 0,1 0,1
dges [A] 378 |382 |721 |834 825 748 | 754
Ad,. [A] 1 1 1 1 1 1 1

X2 4.647 | 4190 | 5.362 | 24.929 | 15.369 | 6.001 | 7.303

Geman der Ergebnisse in Abbildung und Tabelle |8.1| sind die Resultate bei unter-
schiedlichen Konzentrationen in sehr gutem Mal3e reproduzierbar. Die Unterschiede
sind auf die beim Verdlnnungsprozess auftretenden Abweichungen - beim Abwiegen
und der Zugabe sowie der Entnahme von Lésungsmittel - zurlickzufihren. Wie aus
der Tabelle [8.1| hervorgeht, sind die bestimmten Rauigkeiten sowie der Quotient A“T?"
in den Magnesiumchloridlésungen gréBer als in Wasser. Die bestimmten Parameter fr
die Konzentrationen 2 mM und 1 mM sind nur bedingt belastbar, da die Modellierungen
den Verlauf der jeweiligen Messdaten nicht optimal widerspiegeln. Diese Diskrepanz
wird ein Stlck weit durch die schlechte Auflésung kaschiert. Die schlechteste Auflé-

sung wird jedoch fir das Oligolipidbilagensystem mit der héchsten Quellung erhalten,
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8. Auswirkungen von Salzlésungen

was nicht verwundert.

Die unabhé&ngig voneinander durchgeflhrten Anpassungen liefern unterschiedliche Bi-
lagenanzahlen. Die Anpassungen mit gleicher Bilagenanzahl sind mit einer starken
Zunahme von x? verbunden. Allgemein wiirde die Annahme der Bilagenzahlerhaltung
bei den stark gequollenen Filmen dazu fihren, dass der angepasste Quotient A“T?"
noch weiter zunimmt, der erste Bragg-Peak bei der Modellierung deutlich breiter wird
und die Lage des Maximums bei gréBeren | 7|-Werten liegt, als das bei den Daten in

Tabelle der Fall ist.

Variierende Bilagenanzahl bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen

Wie anhand der Tabelle [8.1]abgelesen werden kann, liegen die angepassten Quotien-
ten Alngl‘ der Systeme deutlich Gber dem Wert fir Wasser, welcher unter 5 % lag. Unter
der Annahme der Bilagenzahlerhaltung wiirde dieser Wert fir alle Systeme - auBBer
in 50 mM Magnesiumchloridlésung - noch weiter zunehmen. Die Zunahme des Quoti-
enten AI‘T?“ erinnert an die Auswirkungen, die mit der [AuNPIZugabe zu dem schwach
negativ geladenen System 30 % 1:49 in Wasser in Kapitel
verbunden waren. Obgleich Anpassungen mit gleichbleibender Bilagenanzahl nicht ge-
langen, wurden die Anpassungen zumindest mit gleichbleibenden Lochanteilen durch-
geflhrt. Dies flhrt nur im Fall von 6 mM Magnesiumchloridlésung zu einer erkenn-
baren Verringerung der Anpassungsgute. Da auch bei diesem Film eine Reduzierung
der Bilagenanzahl fur eine treffende Anpassung der Messdaten am notwendigsten ist,
werden im Anhang in Abbildung [F1] die Anpassungen mit unterschiedlichen Bilagen-
anzahlen einander gegenubergestellt, um zu veranschaulichen, welche Einflisse die
jeweiligen Annahmen auf das Modellsystem haben.

Die Veranderung der Bilagenanzahl erscheint jedoch nicht sinnvoll, da sich die Frage
stellt, wie es sein kann, dass die Bilagenanzahl in 50 mM Magnesiumchloridldsung
zunachst sechs betragt, durch eine schrittweise Absenkung der Magnesiumchlorid-
konzentration bis 6 mM auf vier absinkt, dann aber durch zwei weitere Verdiinnungen
und einer anschlieBenden Magnesiumchloridzugabe wieder auf sechs ansteigt. Gera-
de durch die Entnahme von Losungsmittel bei den zwei Verdinnungsschritten ware
davon auszugehen, dass nicht nur Lésungsmittel, sondern auch abgeldstes Lipid ent-
nommen wird. Dieses kdnnte sich anschlieBend nicht erneut anlagern und die Bilagen-
anzahl von sechs kdnnte nicht mehr erreicht werden.

Ohne die Entnahme von Lésungsmittel kdnnten die Resultate von Inoko et al. fiir DPPC]
und DPPCHCholt-Systeme beim Quellen in Kalziumchloridldésung bei 5 °C ein Stiick weit
eine Erklarung liefern. Dort lagen die Lipide im Bereich der stérksten Quellung nicht
mehr lamellar vor, wohingegen sie bei niedrigeren und hoheren Konzentrationen wie-

der eine lamellare Struktur einnahmen.t27l L 3gen die DMPC}FSysteme bei gewissen
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Konzentrationen nur noch teilweise lamellar vor, kdnnte die Abnahme der Bilagenan-
zahl erklart werden, nicht aber die Wiederanlagerung, wenn dazwischen zweimal die
Halfte des Gesamtvolumens an Lésungsmittel entnommen wurde.

Eine mdgliche vollstandige Erklarung kénnten hingegen die Resultate von Vogel und
Salditt liefern, die beim Erhitzen von Multilagen den Abléseprozess untersuchten. Da-
bei wurde festgestellt, dass sich beim Abléseprozess an der Oberflache des Oligo-
lipidbilagensystems ein Ubergang von planaren Bilagen zu multilamellaren Vesikeln
vollzieht, die nach ihrer Entstehung noch mit der Oberflache assoziiert sind und sich
erst bei hdheren Temperaturen ablésen.S114%1 Dig im ersten Stadium gebildeten Bla-
sen besitzen dabei laut Literatur eine laterale GréBe von etwa 10 - 50 um und eine
Hohe von circa 5 - 20 um.H49 Abgesehen von dem letzten Schritt, welcher den voll-
standigen Verlust der Bilagen darstellt, ist der Prozess weitgehend reversibel. 1!
Unter der Annahme, dass der Abldseprozess mit Salzen &hnlich ablauft, wie es bei
hohen Temperaturen der Fall ist, ware es denkbar, dass auch bei niedrigen Salzkon-
zentrationen, die eine starke Quellung hervorrufen, Vesikel gebildet werden, welche in
einem reversiblen Prozess bei hdheren Salzkonzentrationen wieder rlickgebildet wer-
den. Dies ist jedoch nur eine denkbare Méglichkeit, die mittels konfokaler Fluoreszenz-
mikroskopie und Polarisationsmikroskopie tberprift werden konnte. 149

Interaktion mit

Unabhangig davon, ob die Bilagenanzahl erhalten bleibt oder nicht, kénnen weitere
Aspekte des Systems - wie beispielsweise die Charakterisierung der Bilagenabsténde
bei unterschiedlichen Magnesiumchloridkonzentrationen - ergriindet werden. Zudem
kann die Reaktion des Systems auf die Zugabe von [AuNP| unabh&ngig davon unter-
sucht werden.

Obgleich die Variation der Bilagenanzahl ein interessanter Aspekt ist, soll der Schwer-
punkt hier auf der Lipid{AuNP}Interaktion liegen. Die Charakterisierung der verwen-
deten [AuNP] erfolgte nach der betreffenden Messzeit, indem die von Christian Busch
synthetisierten, trocken gelagerten [AuNP|in Wasser geldst und mittels [DLS| charakteri-
siert wurden. Das Resultat entspricht den in Tabelle [6.10] dargestellten [AuNP] 2, wobei
der am haufigsten auftretende Durchmesser der Verteilung 101 A, der [PDI 0,426 und
das (-Potential (60,1 = 13,5) mV betrug.

Mit steigender Magnesiumchloridkonzentration bis 6 mM nehmen die DMPCl-Bilagen-
abstande zuné&chst stark zu. Bei einer weiteren Erh6hung der Magnesiumchloridkon-
zentration auf 17 mM nehmen die Bilagenabstande wieder ab. Dieses Verhalten kann
dadurch erklart werden, dass anfanglich Magnesiumionen in die Bilagenstrukturen ein-
gelagert werden, was den Trend der DSCFMessungen in Unterkapitel [8. 1| bestatigt. Er-
wartungsgeman sind die Bilagenabsténde - aufgrund der elektrostatischen Repulsion
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der Bilagen untereinander - in Magnesiumchloridldsung héher als in Wasser. Ab einer
bestimmten Magnesiumchloridkonzentration flihrt jedoch die Erhéhung der Konzentra-
tion zu einer Verringerung der Bilagenabstédnde. Dies wird damit begriindet, dass die
Abschirmung der Bilagen zueinander durch die Erhéhung der lonenstarke zunimmt.
Folglich bedingt eine weitere Erhéhung der Magnesiumchloridkonzentration eine Ver-
ringerung der Bilagenabstdnde. Wie Abbildung [8.4] entnommen werden kann, treten
bei den Bragg-Peaks der stark gequollenen Filme bei 6 mM und 17 mM starke rechte
Schultern auf. Die Wiederholungsmessungen bei 17 mM und 50 mM zeigen, dass die
Abstande und die Schultern reproduzierbar sind und daher die Einlagerungen der lo-
nen in die Bilagen vollstandig reversibel ist.

Die anschlieBende [AuNP}Zugabe erfolgte bei einer Magnesiumchloridkonzentration
von 17 mM, da bei dieser Konzentration sowohl ein klar ausgepragter Bragg-Peak
im Reflexionsprofil des Oligolipidbilagensystems als auch eine starke Quellung des
Systems vorlag. Dabei ist in Anbetracht der Quellung und der [ABuNP+Gr6Ben das Ein-
dringen der NP in die Wasserzwischenschichten méglich. Wie Abbildung [8.4] zeigt, ist
die Zugabe der in Tabelle gelisteten [AuNPI 2 mit einer Konzentration von 5 £ mit
einem vollstandigen Ablésen der freischwimmenden Bilagen verbunden und es bleibt
lediglich die substratgebundene Bilage zurick. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
der Interaktion der DMPClOligolipidbilagensysteme bei 18,0 °C und 26,0 °C mit den
groBBen [AuNPI 3, welche ein vergleichbares (-Potential besaBen wie die kleineren hier
verwendeten [AuNP] 2. Zudem ist aufgrund des deutlich héheren Bilagenabstands der
Einfluss der Van-der-Waals-Attraktion der verschiedenen Bilagen zueinander geringer,
sodass diese bei einer Magnesiumchloridkonzentration von 17 mM einfacher abgeldst
werden kénnen, als das in Wasser der Fall ist.

Im folgenden Kapitel wird in die Oligolipidbilagensysteme eingelagert, da
bereits die vorangegangenen Messergebnisse bestatigten, dass die Systeme durch die
Einlagerung von [Choll stabilisiert werden. Zunachst wird untersucht, inwieweit die Ein-
lagerung von das Quellverhalten in Abh&ngigkeit von der Magnesiumchloridkon-
zentration beeinflusst, um anschlieBend die [AuNP}Lipid-Interaktion zu untersuchen.

8.22 80 % 20 % IChol

Im nachsten Schritt werden durch die Einlagerung von 20 % stabilisierte Filme
untersucht. Dabei werden vier Messreihen prasentiert, wobei in der ersten Messrei-
he die Magnesiumchloridkonzentration variiert und mit der Uberpriifung der [ABuNP-
Lipid-Interaktion die Messreihe abgeschlossen wurde. Bei den Messreihen zwei bis
vier wurde die Magnesiumchloridkonzentration nicht variiert und stattdessen direkt die
Lipid{NPFInteraktion untersucht. Mit Ausnahme der letzten Messreihe, bei der[TiO,-NP]
verwendet wurden, wurde in allen anderen Messreihen auf [AuNP] zurlickgegriffen.
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Variation der Magnesiumchloridkonzentration

Die Messdaten der Messreihe mit Variation der Magnesiumchloridkonzentration und
die zugehdrigen Anpassungen sind in Abbildung[8.5dargestellt. Da in Unterkapitel[8.2.1]
gezeigt wurde, dass die Einlagerung der Magnesiumionen in die Modellmembranen
reversibel ist und dasselbe Phanomen auch flir dieses System beobachtet wird, kén-
nen an dieser Stelle die Systeme unabhangig von der Reihenfolge der Messungen mit
abnehmenden Magnesiumchloridkonzentrationen dargestellt werden. Die abgeleiteten
Parameter der Anpassungen sind in Tabelle [8.2] dargestellt.

Der erste Bragg-Peak wandert durch die Zugabe von Magnesiumchlorid und die Ver-
diinnung der Konzentration sowie die Zugabe von [AuNP| immer weiter zu kleineren
Werten flr Q. Wahrend bei einer Konzentration von 12,5 mM neben dem Bragg-Peak
bei einem geringen @ auch wieder der Bragg-Peak an derselben Stelle wie bei Wasser
auftaucht, sind die gemessenen Reflektivitatswerte bei einer Konzentration von 6 mM
fast deckungsgleich mit den in Wasser gemessenen Werten.

Die in der Tabelle [8.2) gelisteten Regionen des Films mit lediglich der substratgebun-
denen Bilage werden bei der Berechnung der Gesamtschichtdicke nicht gewichtet, ob-
gleich sie mit bis zu 55 % in der inkoh&renten Summe gewichtet werden. Grund hierfir
ist, dass bei den koharenten Anpassungen die Lésungsmittelanteile innerhalb der Bi-
lagen ebenfalls keinen Einfluss auf die Gesamtschichtdicke nehmen.

Die Wiederholungsmessungen zeigen, dass die Bilagenabstéande - wie auch bereits
bei dem Film ohne - sehr ahnlich sind. Die Abweichungen kénnen auf die mehr-
fache Entnahme und Zugabe von Lésungsmittel im Reservoir zurlickgefuhrt werden.
Die Einlagerung der lonen in die Membranen ist somit reversibel. Der grundlegende
Unterschied zu der Messung mit dem System ohne ist, dass bei diesem Sys-
tem durch eine hinreichend starke Verdinnung bei Magnesiumchloridkonzentrationen
von 12,5 mM und darunter sehr ahnliche Werte wie flir Wasser erhalten werden. Dies
unterstreicht die Reversibilitat der loneneinlagerung in die Systeme. Bei dem
Oligolipidbilagensystem ohne nimmt zwar der Bilagenabstand bei einer Konzen-
tration von unter 6 mM wieder ab, aber selbst bei einer Konzentration von 1 mM sind
dort die Bilagenabstande noch erheblich héher, als das in Wasser der Fall ist. Die Her-
absenkung der lonenaffinitat der Filme durch die Einlagerung von ist somit klar
erkennbar. Zudem ist besonders die Messung am System mit 20 % [Chol bei 12,5 mM
bemerkenswert, da hier - analog zu dem System mit einem geringen DMPGlGehalt
und [AuNP] ohne die Anwesenheit von Magnesiumchlorid - an manchen Stellen ein ge-
quollener Film und an anderen Stellen ein ungequollener Film vorliegt.
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e 80 % DMPC 20 % Chol 0 mM Anpassung
* 80 % DMPC 20 % Chol 50 mM Anpassung
80 % DMPC 20 % Chol 25 mM (1) Anpassung
* 80 % DMPC 20 % Chol 25 mM (2) Anpassung
80 % DMPC 20 % Chol + AuNP (1) Anpassung
* 80 % DMPC 20 % Chol + AuNP (2) Anpassung
80 % DMPC 20 % Chol 12,5 mM Anpassung
* 80 % DMPC 20 % Chol 6 mM Anpassung
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Abbildung 8.5. Dargestellt sind die [NR-Daten fiir ein Oligolipidbilagensystem bestehend aus
80 % 20 % in Abh&ngigkeit von der Magnesiumchloridkonzentration. Zun&chst
wurde in schwerem Wasser gemessen, danach folgten folgende Magnesiumchloridkonzen-
trationen: 50 mM, 25 mM, 12,5 mM, 6 mM, 25 mM (2) und abschlieBend wurde die [AuNP-
Konzentration von 0 auf zundchst auf 10 £9 (1) und danach auf 69 £9 (2) erhéht. Um eine
bessere Ubersichtlichkeit zu gewéhrleisten, sind die Messungen nach der Messung in Wasser
nicht chronologisch, sondern nach abnehmender Magnesiumchloridkonzentration, sortiert.
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Tabelle 8.2. Parameter der [NBFAnpassungen eines 80 % 20 % [Chol-Systems mit un-
terschiedlichen Salzkonzentrationen bei 20,0 °C. Die [SLDIsind in 10 A2 angegeben. Zudem

o

betragen die Werte fur psr, xopy 3,88, flr Aipgr, 0,00 - 0,02 und far AX (0,1 - 0,2) A.

Crger, [MM] | O 50 25(1) | 25(2) |[AuNPl |AuNPl | 12,5 |6
(1) (2)
S o) 6,53 |871 [974 |998 |1057 | 10,14 | 11,39 | 6,40
> [A] 5,2 9,2 122 129 |139 |143 |94 |65
ipst 0,12 |0,3 |09 |0,75 |088 |091 |091 [0,12
N 13 10 9 9 9 9 13 13
(50%) | (50%) | (45%) | (45%) | (45%) | (45%) | (35%) | (50%)
15 11 1 1 1 1 8 15
(50%) | (50%) | (55%) | (55%) | (55%) | (55%) | (10%) | (50%)
1
(55%)
dy1 [A] 8,5 226 |537 |541 (662 [662 |89 |92
Aduyi[A] | 0,4 1,0 05 |05 |05 |05 |08 |04
dw [A] 98,4
Ady1 [A] 1,1
dyws [A] 9,25 |4585 [739 |797 |939 |937 [10,3 |930
Adws[A] 10,02 |0,04 |01 0,1 0,1 0,1 0,1 0,02
dy» [A] 127,5
Adyyy [A] 0,3
ds [A] 16,3 | 60,0 |1132 | 1240 | 142,8 | 143,9 | 20,4 | 17,1
Adws [A] | 0,1 1,0 09 |08 1,0 1,0 |06 |02
dws [A] 184
Adyys [A] 3
pLM 6,14 |6,14 |6,13 |6,04 |604 |6,04 |6,04 |6,04
Apra 0,01 |001 |[0,01 |001 |001 |001 |0,01 |0,01
Locher [%] | 33,8 | 432 |- - - - - 33,8
ALdcher | 0,4 0,3 - - - - - 0,1
dwinlA] 66,14 | 102,74 | 130,8 | 136,6 | 150,8 | 150,6 | 67,2 | 66,19
Adyy, 0,02 |0,04 |01 0,1 0,1 0,1 0,1 0,02
dwn[A] 182,3
Adyyr, 0,3
dges [A] 923,0 |1.024 |1.132 | 1.157 | 1.284 | 1.284 | 872 | 925,1
Adye, [A] 0,5 1 1 1 1 1 1 0,5
dges [A] 1375
Ady, [A] 4
NG 12.360 | 13.795 | 5.079 | 5.598 | 7.175 | 7.145 | 5.038 | 13.049
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Beim Vergleich zu dem System ohne[Chol - dargestellt in Abbildung[8.4]in Kapitel
- fallt auf, dass durch die Einlagerung von [Chol die durch Magnesiumchlorid bedingte
Quellungen, die Zunahme der Rauigkeiten und der Quotienten AI‘T?" bedeutend schwa-
cher ausfallen. Zudem gelingt es, mithilfe von Oligolipidbilagensysteme zu ge-
nerieren, welche zwar mit den [NP| interagieren, gleichzeitig jedoch reproduzierbar bei
[NPI-Exposition stabil bleiben.

Anhand der Tabellen und ist zu erkennen, dass die Bilagenanzahlen von Sys-
temen mit 20 % [Chollin Wasser, bei einem Lochanteil von 33,8 %, zwischen 10 und 12
liegen. Ein Vergleich der Messungen in reinem Wasser mit den Magnesiumchloridkon-
zentrationen 25 mM (1) und 12,5 mM zeigt, dass neben deutlich starkeren Quellungen
auch bedeutend weniger Bilagen bei gleichzeitig deutlich mehr Léchern resultierten.
Auch nach der erneuten Erhéhung der Magnesiumchloridkonzentration auf 25 mM (2)
wurde dasselbe Ergebnis erhalten. Der Verlust von Bilagen bei starker Quellung ist so-
mit - wie auch schon in Kapitel mit Oligolipidbilagensystemen aus reinem
thematisiert - reversibel. Wirde stattdessen von einer durchgehenden Erhaltung der
Bilagenanzahl ausgegangen, resultiert eine deutlich starkere Zunahme der angepass-
ten Rauigkeiten und eine VergréBerung des Quotienten AI‘T?“.

Die héchste Quellung tritt nun bei einer hdheren Konzentration von Magnesiumchlorid-
l6sung ein, als das bei Oligolipidbilagensystemen ohne [Chol der Fall ist. Die Quellung
ist zudem in Anwesenheit von in den Bilagen schwécher, wie aus dem Vergleich
der Tabellen 8.1 und hervorgeht. Bei einer Salzkonzentration von 6 mM sind die
Bilagenabsténde vergleichbar mit den Abstédnden in Wasser. Bei dieser Konzentration
war fiir die Quellung noch maximal. Die Erklarung hierfir ist, dass die Affini-
tat des [CholFMolekiils Kationen zu binden vergleichsweise gering ist und zudem
durch die Interaktion mit der [PClKopfgruppe die Anzahl an Bindungsstellen der [PCH
Kopfgruppe fir Kationen absenkt. 12511150 Dje Einlagerung der lonen in die Membranen
erfolgt daher erst bei hbheren Salzkonzentrationen. Aufgrund der geringeren Affinitat
der 80 % 20 % [Chol-Membranen die lonen aufzunehmen, sind die Bilagenab-
sténde geringer.

[AuNP*Lipid-Interaktion in 25 mM Magnesiumchloridlésung

Fur die Untersuchung der Interaktion zwischen den in Tabelle dargestellten
[A&uNP11 und dem Oligolipidbilagensystem wurde zunachst die Konzentration von 25 mM
gewahlt, da bereits bei 12,5 mM wieder ein Bragg-Peak zu sehen ist, der auf Bilagen-
abstande wie in schwerem Wasser hindeutet. Zudem liegen bei 12,5 mM unterschied-
liche Quellungen vor, sodass sich dieser Film nicht als solide Referenz eignet. Die
starkste einheitliche Quellung fir das Oligolipidbilagensystem liegt bei 25 mM vor. Im
Gegensatz zu den reinen DMPCl-Oligolipidbilagensystemen sind die Oligolipidbilagen-
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systeme mit 20 %[Chollauch nach Zugabe von 10 £2 [AuNP}H 6sung stabil, obgleich die
[AuNPI-Konzentration doppelt so hoch ist, wie das bei der Messung mit[DMPCl der Fall
war.

Obwohl in diesem Konzentrationsbereich eine Erhéhung der Magnesiumchloridkon-
zentration aufgrund der zunehmenden Abschirmung die Bilagenabstande absenken
wirde, nehmen durch die Zugabe der geladenen [AuNPI die Bilagenabsténde zu. Das
offenbart eine starke attraktive Wechselwirkung zwischen den Membranen und den
[AuNPl Die [AuNP] werden anscheinend in die Membran eingebaut, was zu einer Er-
héhung der Bilagenabstande flhrt. Ein Abschirmungseffekt durch [AuNP] in Lésung
wird nicht beobachtet. Tabelle zeigt zudem, dass sich durch eine weitere, starke
Erhéhung der [AuNPl-Konzentration auf 69 £ die Bilagenabsténde fast nicht mehr ver-
andern. Dies kdnnte darauf zurlickzuflihren sein, dass durch eine weitere Erhdhung
der [AuNPIKonzentration nur noch in begrenztem MaB3 [NPl in die Membran eingebaut
werden, die dadurch resultierende starkere AbstoBung jedoch durch die héhere Ab-
schirmung kompensiert wird, welche durch geldste [AuNP| hervorgerufen wird.

Neben der Erhdhung der Bilagenabstéande erhéhen sich auch die angepassten Rauig-
keiten und die Quotienten AI‘T?“, sodass die Bilagenstruktur der Filme durch die Einla-
gerung der[NP]gestort wird. Wahrend bei manchen Magnesiumchloridkonzentrationen
keine sinnvollen Anpassungen mit derselben Bilagenanzahl wie bei der zuvor einge-
stellten Magnesiumchloridkonzentration mdglich waren, konnten alle Anpassungen bei
25 mM Magnesiumchloridldsung - mit oder ohne [AuNP] - mit derselben Bilagenanzahl
durchgefiihrt werden. Insgesamt ist festzustellen, dass die Bilagenabstédnde deutlich
starker durch Magnesiumchloridkonzentrationsanderungen manipuliert werden kon-
nen, als dies bei den durchgefiihrten [AuNP}Konzentrationsanderungen in 25 mM Ma-
gnesiumchloridlésung der Fall war. Die Zunahme der Bilagenabsténde zeigt dabei die

Einlagerung der [AuNP|in das Bilagensystem.

[AuNP*Lipid-Interaktion in 50 mM Magnesiumchloridlésung

Um die Auswirkungen der [AuNP}Exposition besser zu verstehen, wird im Folgenden
die Interaktion zwischen einem System bestehend aus 80 % [DMPC| 20 % [Chol bei ei-
ner héheren lonenstarke mit[AuNP| untersucht. Die dabei verwendeten [AuNP] entspre-
chen den[AuNP] 1 in Tabelle[6.10] Da bei 25 mM bereits eine Interaktion nachgewiesen
werden konnte, wird an dieser Stelle die Interaktion mit[NPlbei 50 mM Magnesiumchlo-
ridlésung untersucht. Zunachst wird den drei in Abbildung [6.4] sowie in Tabelle [6.4] ge-
zeigten Oligolipidbilagensystemen im ersten Schritt Magnesiumchlorid zugegeben. Die
danach erhaltenen [NR-Daten und ihre jeweiligen Anpassungen sind in Abbildung [8.6]
gezeigt. Die Parameter der Systeme 1, 2 und 3 sind in den Tabellen [8.3] [8.4] sowie 8.5
dargestellt.
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Abbildung 8.6. Dargestellt sind die [NR-Daten dreier 80 % 20 % [Chol
Oligolipidbilagensysteme bei einer Magnesiumchloridkonzentration von 50 mM. Zunédchst wur-
den alle drei Systeme mittels[NB-Messungen vermessen, ohne dass sie[NP ausgesetzt waren.
Danach wurden die Systeme 1 und 2 42 A groBenlAuNP und System 3 10,1 A groBen[TiO>-NP,
ausgesetzt. Die Startkonzentration betrug jeweils 10 ,‘fv—gL. Im zweiten Schritt wurde fiir System 1

die[NP-Konzentration auf 69 £9 und fiir die Systeme 2 und 3 auf 40 £9 erhdht.

Die Hauptgrinde fur eine Erhéhung der Magnesiumchloridkonzentration, bei der die
[AuNP] zugegeben werden, sind, dass bei einer 50 mM Magnesiumchloridlésung die
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fir das menschliche Blut biologisch relevante lonenstarke von 150 mM vorliegt und
dass bei einer héheren Magnesiumchloridkonzentration Uberprift werden kann, ob die
[AuNPI-Einlagerung erwartungsgeman zu einer geringeren Beeinflussung des Systems
fihrt. Hierbei sprechen drei Griinde flr eine schwachere Beeinflussung des Systems.
Der erste Punkt besteht darin, dass durch die geringeren Bilagenabsténde die NP -
welche ahnlich gro3 sind wie die Zwischenschichten - nicht mehr so gut in die Zwi-
schenschichten eindringen kénnen. Der zweite Grund dafir ist, dass die Erhdéhung
des (-Potentials durch die Einlagerung der [AuNP! in die Systeme zu einer schwéche-
ren AbstoB3ung der Bilagen zueinander fuhrt, als das bei geringeren Magnesiumchlo-
ridkonzentrationen der Fall ist, da bei der hheren Magnesiumchloridkonzentration der
abschirmende Effekt durch die Zwischenschichten gréBer ist. Der dritte Aspekt besteht
darin, dass bei geringeren Bilagenabstédnden die Van-der-Waals-Attraktion starker ist,
sodass eine etwaige leichte Erhéhung der Coulomb-Repulsion nur eine vergleichswei-
se schwache VergréBerung der Zwischenschichtenabstande zur Folge hat.

Interaktion des 80 % [DMPCI 20 % [Chol-Systems mit den[AuNP]|1 in 50 mM Magne-
siumchloridlésung

In diesem Abschnitt wird die Interaktion des Systems 1 in Abbildung mit den in
Tabelle gelisteten [AuNP| 1 untersucht.

Die mittels Anpassung der spekularen Reflektivitat erhaltenen, unerwartet hohen Rau-
igkeiten wurden fir dieses System von Philipp Gutfreund bestatigt. Daflr passte er die
Daten an, welche durch die nicht-spekulare Streuung erhalten wurden.

Wie aus Tabelle hervorgeht, kdnnen in 50 mM Magnesiumchlorid sowohl das Sys-
tem ohne [AuNP als auch das mit einer geringen [AuNPI-Konzentration mit einer ver-
gleichsweise guten Auflésung angepasst werden. Erst durch die Vervielfachung der
[AuNP}Konzentration ergibt die Anpassung einen deutlich gréBeren Quotienten AI‘T?".
Die Zunahme der Welligkeit ist daher bei beiden Schritten erkennbar. Die angepasste
Rauigkeit nimmt hingegen nach beiden [NPIZugaben zu.

Der Lochanteil, welcher sich durch Wasser in den Bilagen ausdrickt, andert sich durch
die erste[AuNPFZugabe nicht. Dabei kann die Gewichtung der substratgebundenen Bi-
lage mit 75 % in den Lagen dariber als Lochanteil verstanden werden, sodass ein
Vergleich mdglich und eine starke Zunahme des Lochanteils erkennbar ist. Zudem
nimmt bei der hohen [AuNP}Konzentration die Bilagenanzahl durch die Interaktion mit
den [NP] erheblich ab.

Die erhaltenen Bilagenabstédnde sind bei einer Magnesiumchloridkonzentration von
50 mM ohne [BuNP] um 13,77 A statistisch signifikant héher, als das bei der voran-
gegangenen Messreihe mit variierender Magnesiumchloridkonzentration der Fall war.

Eine mdéglicher Grund fir die Abweichung kdénnte sein, dass die Charge an Magnesi-
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Tabelle 8.3. Parameter der [NBFAnpassungen fiir die 80 % 20 % [Chol-Oligolipidbilagen
des Systems 1 aus Abbildung bei einer Magnesiumchloridkonzentration von 50 mM bei
20,0 °C vor und nach der zweimaligen Zugabe von [AuNPl Bei der hohen [AuNPKonzentration
wurde der Lochanteil nicht als Parameter verwendet, da in diesem Fall der Lochanteil durch
einen Summand der inkohdrenten Summe in Form einer Bilage reprasentiert wurde.

Parameter ohne [NPI 10 2 [AuNPl | 69 22 [AuNP]
S [%) 5,4 5,4 15,2
> [A] 9,2+0,1 10,5+ 0,1 14,3+ 0,2
ipsi 0,10+0,00 |0,11+0,00 |201+0,07
N 11 (70 %) 11 (70 %) 5 (10 %)

12 (30 %) 12 (30 %) 6 (15 %)

1 (75 %)
dyw [A] 39,2 +0,3 42,1+0,3 67,6 +1,2
dys [A] 59,56 + 0,03 | 64,96 + 0,03 | 93,1 +0,6
dyys [A] 59,7 + 0,3 65,2 + 0,3 132+ 3
psi kops [108 A?] | 3,88 3,88 3,88
prar [108 A2 6,38 +0,01 |633+0,01 |6,23+0,02
Lochanteil [%] 40,2 + 0,1 40,2 + 0,1 -
dwn [A] 116,45+ 0,03 | 121,85+ 0,03 | 150,0 + 0,6
dyes [A] 1.2353+05 | 1.289+0,5 |760+4
Y2 14.566 18.860 3.220

umchlorid zwischen den Messungen ausgetauscht wurde. Wahrend bei der vorherigen
Messung die erste [AuNP}Zugabe in 25 mM Magnesiumchloridldsung eine Zunahme
der Zwischenschichten um (14,20 + 0,14) A bewirkt, fiihrt in 50 mM Magnesiumchlo-
ridlésung die Zugabe derselben Menge an[AuNPI zu einer VergréBerung der Zwischen-
schichtabstande um (5,40 + 0,04) A. Die vorher formulierte Erwartung der geringeren
Wiederholeinheitendicke bei h6herer Magnesiumchloridkonzentration ist somit einge-
treten.

Die weitere Erhdhung der [AuNPl-Konzentration um 59 £ liefert hingegen grundver-
schiedene Resultate. Wahrend in 25 mM die Bilagenabstande leicht abnehmen, so-
dass die Gesamtzunahme der Bilagendicke des Systems ohne [AuNP) hin zu einer ho-
hen [AuNP}Konzentration insgesamt nur bei (14,00 + 0,14) A liegt, fihrt in 50 mM Ma-
gnesiumchloridlésung eine weitere Erhéhung der [AuNPlKonzentration zu einer Ge-
samtzunahme von (33,5 + 0,6) A. Zu den bisherigen Uberlegungen muss daher ergan-
zend auch noch die Einlagerungsaffinitat der NPlin Abhangigkeit von der lonenstarke
bertcksichtigt werden. Aufgrund der héheren Abschirmung ist es mdglich, bei einer
hoheren lonenstarke mehr lonen einzulagern. Dies wird durch mehrere eigene QCMD}
Messungen bestatigt und beispielsweise auch von Parra-Ortiz et al. fir 1-Palmitoyloyl-
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2-oleoyl-3-phosphatidylcholin (POPC)-Systeme berichtet.!>11 Das [POPClMolekiil be-
sitzt dieselbe Kopfgruppe wie das in Abbildung dargestellte DMPC-Molekdl. Der
Unterschied der beiden Molekiile besteht darin, dass bei dem [POPCHMolekil im Ket-
tengruppenbereich eine Kette um zwei CH,-Gruppen und die andere Kette um vier
CHz-Gruppen langer ist als beim DMPCHMolekiil. Im Kettengruppenbereich des[POPCH
Molekiils besitzt die langere der beiden Ketten eine Doppelbindung. 2 Fir eine quan-
titative Betrachtung der in Erscheinung tretenden Interaktionen missten die neben der
Coulomb-Repulsion auftretenden Krafte bekannt sein, sodass durch den erhaltenen
Gleichgewichtsabstand auf die Coulomb-Repulsion geschlossen werden kdnnte.

Messreihe 2 50 mM Magnesiumchloridlosung

Die Durchfihrung der zweiten Messreihe unterscheidet sich von der der ersten Mess-
reihe lediglich durch eine etwas geringere [AuNPl-Konzentration der in Tabelle [6.10]
gelisteten [AuNP] 1 im zweiten Schritt. Diese wurde von 69 3 auf 40 X4 herabge-
setzt, um einen weiteren Messpunkt bei einer Konzentration in der Mitte zwischen
10 & und 69 9 zu erhalten. Durch diese Vorgehensweise kann die Reproduzierbar-
keit der Ergebnisse des Systems in 50 mM Magnesiumchloridlésung und einer [AuNPF
Konzentration von 10 £ (berprift werden. Hierfiir wurde dasselbe System, dieselbe
Magnesiumchloridkonzentration und dieselben [AuNP| herangezogen. Die flr die An-
passungen verwendeten Parameter sind in Tabelle [8.4] dargestellt.

Die in Tabelle aufgeflihrten Parameter ermdéglichen die bestmdgliche Anpassung
der Daten in Magnesiumchloridldsung vor und nach der ersten [AuNPFZugabe. Dabei
wird angenommen, dass nicht nur eine inkoharente Summe fir Bereiche mit unter-
schiedlichen Bilagenanzahlen verwendet werden muss, sondern dass auch der Was-
seranteil in den Filmen nicht als Wassergehalt in den jeweiligen Summen aufgefihrt
werden kann. Stattdessen entspricht ein Summand der inkoh&renten Summe lediglich
aus einer substratgebundenen Bilage, welche in den Lagen dartber den Lochanteil
darstellt.

Wie Tabelle zu entnehmen ist, nehmen mit jeder [AuNP}Konzentrationserh6hung
die Rauigkeit, alle Zwischenschichtdicken und der prozentuale Anteil des Films, der
aus einer Bilage aufgebaut ist, zu. Hingegen nimmt die Auflésung mit jedem Schritt
ab. Bei dem Vergleich zwischen den Systemen in Tabelle 8.3/ und[8.4]ist zu beachten,
dass die Anpassungen mit sich unterscheidenden Modellen durchgefiuhrt wurden.

Die Zwischenschichtdicken &hneln sich fir die beiden Systeme 1 und 2 in den jeweili-
gen Umgebungen in gewisser Weise, wobei bei System 2 die Zwischenschichtzunah-
me durch die erste BuNP+Zugabe mit (12,49 + 0,04) A deutlich starker ausfallt, als das
bei System 1 mit (5,40 + 0,04) A der Fall ist. Zudem ist die Zwischenschichtdicken-
zunahme durch die zweite BuUNP+Zugabe zu System 2 mit (32,9 + 0,1) A vergleichbar
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Tabelle 8.4. Parameter der[NB-Anpassungen der 80 %[DMPC| 20 % [Chal-Oligolipidbilagen des
Systems 2 aus Abbildung bei einer Magnesiumchloridkonzentration von 50 mM bei 20,0 °C
vor und nach der zweimaligen Zugabe von [AuNPL

Parameter ohne NP 10 S [AuNP| | 40 L2 [AuNP|
ST o) 7,140,0 7,240,0 15,9 + 0,0
> [A] 12,6 + 0,0 14,3+ 0,0 14,8 + 0,0
1PSL 1,34 + 0,01 1,59 £ 0,01 1,59 £ 0,01
N 8 (20 %) 8 (15 %) 5 (10 %)

10 (30 %) 10 (25 %) 6 (15 %)

1 (50 %) 1 (60 %) 1 (75 %)
dyy [A] 455 + 0,1 54,7 +0,1 68,6 + 0,2
dy» [A] 57,16 £ 0,02 | 69,65+ 0,03 | 90,02 £ 0,11
dws [A] 83,2+0,3 1045+ 0,4 138,0 £ 0,7
psi kops [10° A?] | 3,88 3,88 3,88
pra [108 A2 6,21 + 0,01 6,05 + 0,01 5,80 £ 0,00
Lochanteil [%] - - -
dwh [A] 114,05+ 0,02 | 126,84 £ 0,03 | 142,6 £ 0,1
dges [A] 1.006,5+0,3 | 1.122,6 +0,5 | 740,1 + 0,8
2 30.243 48.248 62.324

stark wie die bei System 1 mit (33,5 + 0,6) A, obwohl bei System 2 nur halb so viele
[AuNP] wie bei System 1 hinzugegeben wurden.

Obgleich die bestimmten Bilagenabstédnde variieren, bleibt festzuhalten, dass durch
die [AuNP}Zugabe die Rauigkeit der Systeme reproduzierbar zu- und die angepasste
Auflésung systematisch abnimmt. Durch die Zugabe von [AuNP| mit einer Konzentration
von 10 £ blieb bei System 1 das Oligolipidbilagensystem intakt, wahrend bei System 2
der Anteil des Films, der aus lediglich einer substratgebundenen Bilage bestand, von
50 % auf 60 % anstieg. Bei einer weiteren Erhdhung der [AuNPFKonzentration von
10 8 auf 40 £ oder 69 L2 fiihrte die Interaktion der Lipide mit den[NPlsowohl zu einer
Reduktion der Bilagenanzahl des Oligolipidbilagensystems als auch zu einem Anstieg
des Anteils des Films, der lediglich aus einer substratgebundenen Bilage besteht.
Dabei kann mit den Daten der spekularen Reflektivitat nicht auf den Einlagerungsort
der [AuNPI geschlossen werden. Auch die Daten aus der nicht-spekularen Streuung
lieferten keine Erkenntnisse zum Ort der Einlagerung, da gemaf Philipp Gutfreund
die dominante Komponente fir die nicht-spekulare Streuung die gro3en Lécher im
System waren, deren Vorliegen sich ebenfalls im angenommenen Wasseranteil in den
Bilagen beim Anpassen der spekularen Streuung bemerkbar machte. Aufgrund des
dominanten Beitrags der Locher konnte der Anteil an NPl nicht bestimmt werden.
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Interaktion der 80 % [DMPCI 20 % [Chol-Systeme mit [TiO,-NP|in 50 mM Magnesi-
umchloridlésung

Neben den bereits diskutierten Interaktionen der Lipidsysteme mit [AuNP| soll im Fol-
genden untersucht werden, inwieweit die Anderungen vom Material des [NP abhéngt.
Daher werden im Folgenden statt [AuNPI[TiO,-NP| gewahlt, welche relevant sind durch
deren Verwendung in Sonnencremes.!! Die [NP] wurden nach der Synthese charak-
terisiert und besitzen gemaf Tabelle einen etwas gréBeren Durchmesser als
die [AuNPI 1 bei gleichzeitig hoherer Polydispersitdt und einem deutlich geringeren (-
Potential, sodass ein geringerer Einfluss auf das System erwartet wird.

Die Resultate der Interaktion der[TiO,-NPJin Tabelle[8.5 heben sich von allen Membran-
[AuNP}Interaktionen in Magnesiumchloridlésungen ab, da weder eine Zerstérung der
lamellaren Struktur, noch eine Quellung der Bilagen einsetzt. Es bleiben alle Bilagen
intakt, wahrend alle Bilagenabstdande und damit auch die Gesamtschichtdicke - auf-
grund gleich bleibender Bilagenanzahl - einheitlich leicht abnehmen. Die Interaktion ist
nicht nur schwéacher als erwartet, sondern so schwach, dass der dominante Effekt die
leicht zunehmende elektrostatische Abschirmung durch die Erhéhung der lonenstarke
zu sein scheint.

Tabelle 8.5. Parameter der[NBI-Anpassungen der 80 %[DMPC| 20 % [Chall-Oligolipidbilagen des
Systems 3 aus Abbildung bei einer Magnesiumchloridkonzentration von 50 mM bei 20,0 °C

vor und nach der zweimaligen Zugabe von

Parameter ohne [NP] 10 &2 40 &
A“%' [%] 7,0%0,1 7,0%0,1 7,0 %£0,0
> [A] 12,2 +0,0 12,0 £ 0,0 11,9 £ 0,0
ipsi 0,77 £0,01 | 0,79 + 0,00 0,79 + 0,00
N 12 (20 %) 12 (20 %) 12 (20 %)

13 (30 %) 13 (30 %) 13 (30 %)

1 (50 %) 1 (50 %) 1 (50 %)
dw [A] 43,4 +0,1 42,8+ 0,1 42,6 + 0,1
dy» [A] 58,30 + 0,01 | 57,30 +0,01 | 56,75 + 0,01
dyws [A] 101,8+0,2 |99,4+0,2 97,7+0,2
psi kops [10° A?] | 3,88 3,88 3,88
pra [10 A2 6,25+ 0,00 | 6,23 0,00 6,21 + 0,00
Lochanteil [%] - - -
dyn, [A] 113,10+ 0,01 | 112,10 £ 0,01 | 111,55+ 0,01
dges [A] 1.3954+0,2 | 1.382,8+0,2 |1.3756+0,2
2 24.397 24.076 30.301

Dieses Resultat ist vergleichbar mit dem Ergebnis fiir das DMTAPIDMPCI 1:55 Oligoli-
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pidbilagensystem mit einem [Chal-Anteil von 30 %, bei dem eine [AuNP}Konzentration
von 10 £ auch lediglich eine abschirmende Wirkung hat. Zudem nehmen die Rauig-
keiten der Filme nicht zu, was bei einer NP}-Einlagerung zu erwarten ist. Es wird daher
davon ausgegangen, dass keine Einlagerung der in die Systeme stattfindet.
Eine mdgliche Erklarung hierflir wére, dass das ¢-Potential der [TiO,-NP| gemaBi Ta-
belle mit (21,8 £ 12,2) mV deutlich geringer ist als das ¢-Potential der [AuNP| mit
(63,0 £ 6,8) mV. Somit ist naheliegend, dass aufgrund der bestimmten Rauigkeiten,
Zwischenschichtdicken und (-Potentiale keine starke attraktive Wechselwirkung zwi-
schen den Modellmembranen und [TiO,-NP| stattfindet.

8.2.3 DMPClgeladenes Lipid 20 % (Choll

Neben zwitterionischen Oligolipidbilagensystemen, deren Interaktion mit[AuNP]in Ma-
gnesiumchloridlésung untersucht wurde, soll im Folgenden auch die Interaktion gela-
dener Oligolipidbilagensysteme mit[AuNPlin Magnesiumchloridldsung untersucht wer-
den. Dabei wird zuerst die Interaktion eines Oligolipidbilagensystems mit positiv gela-
denem [DMTAP] und Magnesiumchloridlésung untersucht. AnschlieBend wird ein Sys-
tem mit negativ geladenem anstelle von beleuchtet.

Oligolipidbilagensystem mit DMTAP!

Zunéchst wird ein 1:49 20 % [Chal-Oligolipidbilagensystem in schwe-
rem Wasser gemessen. AnschlieBBend wird Magnesiumchlorid zugegeben, um einen
erhdhten Bilagenabstand zu erhalten und somit die Vergleichbarkeit zu den bereits be-
schriebenen Systemen zu gewabhrleisten. Die lonenstarke ist mit 25 mM Magnesium-
chloridlésung nur halb so hoch wie im menschlichen Blut und simuliert beispielsweise
eine - durch defekte lonenkanéle in Membranen bedingte - deutlich geringere lonen-
starke als im Normalfall Ublich.1'43l Nach dieser Messung wird eine Weitere bei einer
[AuNPI-Konzentration von 10 £2 durchgefiihrt. Aufgrund der limitierten Messzeit war es
nicht mdglich, zusatzlich bei einer hdheren [AuNPHKonzentration zu messen. Die Daten
mit den zugehdrigen Anpassungen sind in Abbildung dargestellt und die verwen-
deten Parameter sind in Tabelle [8.6] aufgelistet.

Die Dicke der Wiederholeinheit ist in 25 mM Magnesiumchloridldsung gréBer, als das
bei der Messreihe mit variierender Magnesiumchloridkonzentration bei 80 % [DMPCI
20 % [Chol ohne geladene Lipide in Tabelle [8.2 der Fall ist. Zur Einordnung sollte aller-
dings bertcksichtigt werden, dass bei den weiteren Messungen an dem letztgenannten
System mit einer Magnesiumchloridkonzentration von 50 mM die Bilagenabstande al-
lesamt groBer waren, als bei der Messreihe mit variierender Magnesiumchloridkonzen-
tration in Tabelle[8.2] Somit kann lediglich festgehalten werden, dass bei der Messreihe
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Abbildung 8.7. Dargestellt sind die[NR-Daten eines Systems bestehend aus
1:49 mit 20 % zunédchst in schwerem Wasser, dem nach der ersten Messung Magnesi-
umchlorid zugegeben wurde, um eine Konzentration von 25 mM zu erreichen. Danach wurden
dem System 42 A groBelAuNP zugegeben, sodass deren Konzentration 10 % betrug.

0,1 0,12

Tabelle 8.6. Parameter der [NBFAnpassungen der DMTAPIDMPCI 1:49 mit 20 % [Choll
Oligolipidbilagen in Abbildung

Parameter schweres Wasser | 25 mM Magnesium- | 10 &2
chloridldésung

%7{' [%] 7,2+0,0 15,0 + 0,0 15,0+ 0,0

> [A] 9,1+0,0 12,7+ 0,1 15,0 + 0,1

ipsL 0,12+ 0,00 0,60 + 0,02 0,60 + 0,01

N 10 (30 %) 7 (9 %) 7 (9 %)

& 13 (70 %) & 5 (29 %) & 5 (29 %)

&1 (62 %) &1 (62 %)

dy1 [A] 4,0+0,5 71,0+ 0,4 18,2+ 0,4

dys [A] 9,85 + 0,02 87,1 +0,2 96,2 + 0,2

dys [A] 17,9+0,2 139,7 £ 0,7 152,4 £ 0,6

psi kops [10° A2] | 3,88 3,88 3,88

pru [106 A2 5,99 + 0,01 5,97 + 0,01 6,21 + 0,00

Lochanteil [%] 25,1 £ 0,1 - -

dywn [A] 66,66 + 0,02 146,9+ 0,2 152,4 + 0,2

dges [A] 803,1+0,5 750 + 1 714+ 9

X2 8.265 4.283 3.657
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mit variierender Magnesiumchloridkonzentration die Bilagenabstéande vergleichsweise
gering ausgefallen sind. Ob das Ersetzen jedes fiinfzigsten DMPCHMolekdils durch ein
[DMTAPFMolekil zu einer etwas groBeren Quellung in Magnesiumchloridlésung flihrt,
kann anhand der einen vorliegenden Messung nicht zweifelsfrei festgestellt werden.
Die Bilagenabstédnde des geladenen und ungeladenen Systems liegen jedenfalls in
einem ahnlichen Bereich, was sich mit durchgefihrten Messungen der (-Potentiale
deckt. Diese sind im Anhang in Tabelle und in Abbildung in Kapitel darge-
stellt. Dabei zeigte sich, dass sich in 50 mM Magnesiumchloridlésung selbst Systeme
mit einem sehr viel héheren Anteil an geladenem Lipid nur vergleichsweise schwach
von einem System ohne geladenes Lipid unterscheiden. Eine mégliche Erklarung hier-
fur ist, dass sich die Magnesiumionen sehr viel starker in einen negativ geladenen
Kopfgruppenbereich einlagern, als das fur ein System mit positiv geladenen Kopfgrup-
pen der Fall ist. In Folge dessen werden alle gemessenen (-Potentiale positiv und die
¢-Potentialunterschiede sind vergleichsweise gering. Ausgehend von diesem Ergebnis
ware zu erwarten, dass sich ein System mit einem viel geringeren DMTAP}Anteil von
nur DMTAPIDMPCI 1:49 mit 20 % in 50 mM Magnesiumchloridlésung in guter
Naherung gleich verhélt wie ein System, bei dem nicht jedes 50. DMPCHMolekil durch
ein DMTAP}Molekdl ersetzt wurde.

Durch die Anpassungen der [NRIDaten wird ersichtlich, dass durch die Magnesium-
chloridzugabe die angepasste Auflésung deutlich schlechter wird und die Rauigkeit si-
gnifikant zunimmt. Durch die Zugabe von [AuNPI bleiben die Bilagenanzahl und die an-
gepasste Auflésung hingegen unverandert, wahrend die Rauigkeit und die Zwischen-
schichtdicke der Wiederholeinheit jedoch statistisch signifikant zunehmen.

Wahrend der Bilagenabstand in 25 mM Magnesiumchloridliésung noch gréfBer ist als
bei der Messreihe mit variierender Magnesiumchloridkonzentration, liegen die Bilagen-
abstande nach der[BuNP}Zugabe mit (96,2 + 0,2) A bei dem hier prasentierten gelade-
nen System und (93,9 + 0,1) A bei dem ungeladenen System sehr nahe beieinander.
Die Quellung der Systeme mit gleichem [Chol-Gehalt geladener und ungeladener Oli-
golipidbilagen scheint daher in einem vergleichbaren Bereich zu liegen, was bei dem
geringen DMTAP}Anteil nicht verwundert.

Oligolipidbilagensystem mit DMPG|

Nachdem die Interaktion von positiv geladenen Oligolipidbilagensystemen in Magnesi-
umchloridlésung mit [AuNP] durchgefiihrt wurde, steht eine Messung mit negativ gela-
denen Oligolipidbilagensystemen noch aus. Anstelle der Untersuchung des analogen
Systems mit DMPG wird der Anteil an geladenem Lipid von 1:49 auf 1:39 gesteigert,
um etwaige Unterschiede zu den Systemen ohne geladene Lipide besser festzustel-
len. Gleichzeitig birgt diese Erhéhung des Anteils an geladenem Lipid das Risiko, dass
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das Oligolipidbilagensystem in Lésung nicht mehr stabil sein kdénnte - wie in Kapi-
tel[6.3dargelegt. Es ist jedoch denkbar, dass die Systeme in Magnesiumchloridldsung
- beispielsweise aufgrund der erhéhten Abschirmung - stabiler sind als in Wasser. Dies
wird im Folgenden untersucht. In Abbildung[8.8]ist die zeitliche Entwicklung des Bragg-
Peaks flr ein 1:39-System mit 20 % [Chollin 50 mM Magnesiumchlorid-
I6sung dargestellt. Die zugehdrigen Parameter sind Tabelle [8.7|zu entnehmen.
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Abbildung 8.8. Dargestellt sind die [NR-Daten eines Oligolipidbilagensystems bestehend aus
1:39 mit 20 %[Chol in einer 50 mM Magnesiumchloridlésung zu drei unterschied-
lichen Zeitpunkten.

Im Gegensatz zu dem System mit[DMTAPIDMPC| 1:49 ist das Oligolipidbilagensystem
mit 1:39 in 50 mM Magnesiumchloridlésung nicht stabil. Die Anzahl an
Bilagen und daher auch die Gesamtschichtdicke nehmen geman Tabelle [8./]in Schrit-
ten von zwei Stunden sukzessive ab. Hierbei werden wieder nur die Filmanteile mit
mehr als einer Bilage zur Bestimmung der Gesamtschichtdicke berlcksichtigt, da bei
Filmen, bei denen eine koharente Anpassung vorgenommen wurde, der Wasseranteil
ebenfalls nicht bei der Gesamtschichtdicke berticksichtigt wurde. Gleichzeitig nimmt
die Rauigkeit der Bilagen zu und die Gesamtschichtdicke ab, wahrend die angepasste
Auflésung schlechter wird. Die Dicke der Wiederholeinheit nimmt beim Abl6seprozess
ebenfalls ab.

Diese mangelnde Stabilitat ist bemerkenswert, da die Quellfaktoren deutlich geringer
sind als das beispielsweise bei dem [DMPC}System und geringen Magnesiumchlorid-
konzentrationen in Abschnitt der Fall ist. Geméaf der Abbildungen [6.9 und
nimmt die Stabilitdt der Systeme durch die Einlagerung von zu. Es wird ange
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8. Auswirkungen von Salzlésungen

Tabelle 8.7. Parameter der [NBFAnpassungen des Oligolipidbilagensystems bestehend aus
DMPGHDMPCI 1:39 mit 20 %[Chollin einer 50 mM Magnesiumchloridlésung aus Abbildung

Parameter 1 h 0 min 3 h0min 5h11 min
A\'%' [%] 150+0,1 |153+0,1 | 16,3+0,1
5 [A] 10,4+0,1 |10,8+0,1 |12,2+0,1
ipsL 0,53 + 0,01 | 0,60 + 0,01 | 0,60 + 0,01
N 14(12%) [11(5%) |6 (5%)
&4 (40%) | &4 (47 %) | & 4 (47 %)
&1(48%) | & 1(48%) | & 1 (48 %)
dw1 [A] 322+0,4 |296+04 |258+0,4
dy» [A] 53,4+0,1 |52,3+0,2 |493+0,3
dws [A] 57,3+0,4 |593+0,4 |622+0,3
psi kops [10° A?] | 3,88 3,88 3,88
prv [106 A2 5,85+ 0,01 | 5,85+ 0,01 | 5,85 + 0,01
Lochanteil [%] - -
dy, [A] 108,2+0,1 | 107,1£0,2 | 104,1 £ 0,3
dges [A] 612 + 1 432 + 1 377 + 1
X2 6.450 3.196 2.931

nommen, dass durch die 50 mM Magnesiumchloridlésung und die damit verbunde-
nen Einlagerung der Magnesiumionen in die Bilagenstrukturen sowie vor allem den
Abschirmungseffekt der Salzlésung die Stabilitdt des Oligolipidbilagensystem erhéht
werden kdnnte. Diese Hypothese konnte bei der Messung nicht belegt werden. Durch
die Einlagerung geladener Lipide in die Strukturen sinkt die Stabilitdt des Systems. Bei
den geringen Anteilen an positiv geladenem Lipid, bei denen das System stabil bleibt,
sind keine strukturellen Unterschiede im Quellverhalten zu beobachten, wie dies Ab-
schnitt[8.2.3] zu entnehmen ist.

AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass durch die Einlagerung von 20 %[Challin die Oli-
golipidbilagensysteme diese weniger stark in der Magnesiumchloridldsung quellen als
Systeme ohne[Choll Jedoch sind Systeme mit[Chol auch stabiler bei[AuNPExposition.
Bei der Zugabe von [TiO,-NPHNP| kann keine Einlagerung der [NP]in die Lipidsysteme
beobachtet werden und die Einlagerung von geladenen Lipiden flhrt zu vergleichba-
ren Resultaten in der Magnesiumchloridlésung wie flir Systeme ohne geladene Lipide.
Auch in 50 mM Magnesiumchloridlésung sind substratgebundene Oligolipidbilagensys-
teme ab einem gewissen, Uberschaubaren Stoffmengenanteil an geladenen Lipiden
nicht stabil. Da die Einlagerung von 20 % in die Systeme bereits die Stabilitat
bei [AuNP}Exposition stark erhéht hat, soll im folgenden Unterkapitel untersucht
werden, wie sich Oligolipidbilagensysteme mit 30 % [Chol in Salzlésungen verhalten.
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8.2.4 70 % DMPCI|30 % (Chol

Auch fir einen[CholFAnteil von 30 % wird zunachst untersucht, inwieweit sich die Oligo-
lipidbilagensysteme bei unterschiedlichen Magnesiumchloridkonzentrationen verhal-
ten. Dabei wird zunachst eine Messreihe gezeigt, bei der die Magnesiumchloridkon-
zentration variiert wird und anschlieBend wird auf die [AuNP}Interaktion bei Messreihen
gleichbleibender Magnesiumchloridkonzentration eingegangen.

Variation der Magnesiumchloridkonzentration

Hierflr wurde dem in Abbildung und Tabelle [6.5|gezeigten Oligolipidbilagensystem
nach der Messung in schwerem Wasser Magnesiumchlorid zugegeben und im Folgen-
den die Magnesiumchloridkonzentration variiert. Die Ergebnisse und deren Anpassun-
gen sind in Abbildung dargestellt. Die abgeleiteten Parameter bei verschiedenen
Magnesiumchloridkonzentrationen sind Tabelle 8.8 zu entnehmen.

Wie aus Tabelle hervorgeht, bleibt die Anzahl an Oligolipidbilagen bei einer Ver-
anderung der Magnesiumchloridkonzentration konstant - was bei den Oligolipidbila-
gensystemen mit geringerem [CholtGehalt nicht der Fall war. Hierin unterscheidet sich
das System grundlegend von den vorangegangenen mit geringeren [Chol-Anteilen. Die
Auflésung liegt zudem in dem Bereich, der durch das Instrument bedingt wird. Hiermit
setzt sich der Trend fort, der bereits durch die Einlagerung von 20 % beobachtet
wurde und darin besteht, dass sich die angepasste Auflésung durch die Einlagerung
von erheblich verbessert. Durch die Prasenz von 30 % nimmt somit die
Welligkeit der Systeme ab und die Stabilitdt des Systems zu - wie auch anhand der
Bilagenzahlerhaltung klar wird.

Dieses Ergebnis illustriert, dass die Konformationsénderung von[DMPCHChol-Systemen
beim Ubergang von niedrigen [Chol-Anteilen zu hohen [Chal-Anteilen von 24 % geman
Greenwood et al.® nicht nur die Anordnung der Molekiile andert, sondern sie zeigen
explizit auf, welche Veréanderungen der Eigenschaften dadurch fir das System resul-
tieren.

Gemai der Messungen von 70 % 30 % [CholFOligolipidbilagensystemen bei
12,5 mM, 3 mM und 0 mM liegen die Dicken der Wiederholeinheiten im Bereich zwi-
schen 64 und 65 A und dementsprechend die Gesamtschichtdicken bei Werten von
circa 1080 A, wahrend die Rauigkeiten im Bereich von circa 3 A liegen. Durch die Er-
héhung der Magnesiumchloridkonzentration von 12,5 mM auf 35 mM setzt eine Quel-
lung aller Zwischenschichten ein, sodass die Dicke einer Wiederholeinheit auf tGber
102 A ansteigt. Gleichzeitig vervielfacht sich die angepasste Rauigkeit auf knapp 15 A.
Durch die weitere Erhéhung der Magnesiumchloridkonzentration auf 50 mM und mehr
nehmen die Zwischenschichtdicken aufgrund der zunehmenden Abschirmung wieder
ab. Auch alle anderen Parameter nahern sich durch die Konzentrationsern6hung den

159



8. Auswirkungen von Salzlésungen

Werten im nicht gequollenen Zustand schrittweise an.
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Abbildung 8.9. Dargestellt sind die [NB-Daten eines Oligolipidbilagensystems bestehend aus
70 % und 30 % in Abhéngigkeit von der Magnesiumchloridkonzentration. Zur
besseren Ubersichtlichkeit sind die Messungen nicht chronologisch, sondern nach steigen-
der Magnesiumchloridkonzentration dargestellt. Bei der Versuchsdurchfiihrung wurde folgende
Reihenfolge gewéhlt: schweres Wasser, 50 mM, 12,5 mM, 3 mM, 100 mM, 70 mM und ab-
schlieBend 35 mM Magnesiumchloridlésung. Der Versatz der Messdaten zueinander betragt
ausnahmsweise 2,5 GréBenordnungen.
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Tabelle 8.8. Parameter der [NBlAnpassungen der 70 % [DMPC]| 30 % [Chal-Oligolipidbilagen bei
verschiedenen Magnesiumchloridkonzentrationen bei 20,0 °C.

Salzkonzen- 3 12,5 35 50 70 100
tration [mM]
ﬁ‘%‘ [%] 2,50 2,66 3,26 2,98 2,50 2,56
Af‘%" [%] 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
> [A] 3,0 3,0 14,7 13,1 9,9 5,2
AY [A] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ipsy [108 A2] 0,32 0,37 0,18 0,20 0,22 0,27
Nips, [108 A?] | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
N 18(50%) | 18(50%) | 18(50%) | 18(50%) | 18(50%) | 18(50%)
15(30%) | 15(30%) | 15(30%) | 15(30%) | 15(30%) | 15(30%)
1(20%) | 1(20%) | 1(20%) | 1(20%) | 1(20%) | 1(20%)
dw [A] 6,8 7,0 22,5 20,0 17,6 8,7
Ady [A] 0,2 0,2 0,7 0,3 0,2 0,2
dys [A] 7,54 7,96 4523 3996 | 28,53 14,48
Ady [A] 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00
ds [A] 7,7 8,1 46,1 40,8 29,3 16,0
Adys [A] 0,2 0,2 0,3 0,1 0,1 0,1
pst xops [108 A2] | 3,88 3,88 3,88 3,88 3,88 3,88
pra [108 A2 6,38 6,38 6,36 6,36 6,38 6,38
Apra [108 A2] | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
dwn [A] 64,46 | 64,88 102,15 | 96,88 |8545 | 71,40
Adyy, [A] 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00
dges [A] 1.079,6 |1.086,1 |1.656,7 |1.575,8 | 1.403,3 | 1.186,1
Adye, [A] 0,3 0,3 0,8 0,3 0,2 0,2
2 10.791 | 7.377 | 6.971 14.820 |7.992 |9.053

Somit setzt sich auch bei der Quellung der Trend fort, was bereits beim Vergleich
der 20 % [Chol-Daten mit den Daten ohne festgestellt wurde, dass die Quellung
erst bei hdheren Konzentrationen einsetzt und dann schwécher ausfallt. Wahrend oh-
ne die maximale Quellung bei 6 mM Magnesiumchloridlésung vorliegt, flhrt bei
20 % diese Magnesiumchloridkonzentration zu keiner Erhéhung der Bilagenab-
stéande. Dort wird erst bei einer Magnesiumchloridkonzentration von 12,5 mM ein an
manchen Stellen maximal gequollener Film erhalten. Eine weitere Erhéhung des[Chol-
Gehalts auf 30 % fihrt erneut dazu, dass bei der Magnesiumchloridkonzentration, bei
der das Oligolipidbilagensystem mit einem geringeren [Chol-Anteil noch die maximale
Quellung erzielte, keinerlei Quellung eintritt. Die maximale Quellung wird mit 30 % |[Chall
bei einer Magnesiumchloridkonzentration von 35 mM erreicht. Dieses Verhalten besta-
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tigt weiterhin, dass die Einlagerungsaffinitat von lonen in die Kopfgruppen durch die
Anwesenheit von gesenkt wird.

Lipid{AuNPrInteraktion

Da jedoch in erster Linie nicht die Interaktion von Salzen mit Modellmembranen, son-
dern vielmehr die Wechselwirkung zwischen den Membranen und [NP| von Interesse
ist, werden im Folgenden die Auswirkungen einer [NPIExposition auf die Membranen
untersucht. Hierfur wird die Magnesiumchloridkonzentration von 50 mM gewahlt, da
diese einer isotonischen lonenstarke entspricht®? S- 204111144 S. 650 £](145] ynd zudem die
Ergebnisse mit den 20 % beinhaltenden Oligolipidbilagensystemen verglichen
werden kénnen.

Um die Auswirkungen unterschiedlicher AuNPGréBen auf die Interaktion zu untersu-
chen, werden zwei Systemen unterschiedlich gro3e [AuNP] mit ahnlichem (-Potential
zugegeben. Deren GréBenverteilung und (-Potentiale sind dabei der Tabelle zu
entnehmen, wobei hier die [AuNPl 1 und 2 verwendet wurden. Die Messdaten sowie
die zugehdérigen Anpassungen der beiden Systeme sind in Abbildung dargestellt,
wohingegen die abgeleiteten Parameter Tabelle [8.9zu entnehmen sind.

Gemaf der in Tabelle gelisteten Werte bleiben bei einer [AuNP}Exposition mit ei-
ner Konzentration von 10 2 die Bilagenanzahlen der Oligolipidbilagensysteme mit
30 % konstant. Gleichzeitig nehmen durch die [AuNP}Zugabe die Rauigkeiten
und alle drei Zwischenschichtdicken zu. Die Zunahme der Wiederholeinheitendicke
fallt bei den 42 A [BuNPI gréBer aus, als das bei den 10,1 A [A&uNPI der Fall ist. Auffal-
lig ist zudem, dass die angepasste Dicke der auBBersten Zwischenschicht in System 1
deutlich dicker ist als bei System 2. Dies gilt gleichermaf3en flir die Systeme vor der
[AuNP}Zugabe wie auch danach. Zudem stechen auch die auffallend hohen bei
den Systemen 1 und 2 ins Auge. Diese flihren dazu, dass die Anpassungen im Be-
reich der Abbruchkante die kleinsten noch sinnvollen Reflektivitdtswerte annehmen.
Sie ermdglichen allerdings dadurch eine sinnvolle Anpassung der Daten im Bereich
der Abbruchkante bis zum ersten Bragg-Peak.

Bei deutlich geringeren [SLDk, von beispielsweise unter 1 - 10® A2, wie sie bei den
Simulationen der anderen Systemen angepasst wurden, ist es nicht mdglich, die nied-
rige Reflektivitat im Bereich um 0,035 *' zu simulieren. Bei niedrigeren fahrt
auBerdem eine, sich mit den schwach ausgepragten Kiessig-Oszillationen deckende,
Bilagenanzahl dazu, dass der erste Bragg-Peak in der Simulation eine viel héhere
Reflektivitat aufweist als die Messdaten es nahelegen. Gleichzeitig flhrt eine gerin-
ge dazu, dass die angepasste Rauigkeit so hoch wird, dass die Intensitat des
simulierten zweiten Bragg-Peaks viel zu schwach ausfallt. Eine hohe ist somit
notwendig far die Anpassung der Messdaten. Die erhaltene Auflésung entspricht bei
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allen vier Messungen der instrumentenbedingten Auflésung. Durch die Anwesenheit
von 30 % bleibt der einzige entscheidende charakteristische Unterschied zwi-
schen den Systemen in reinem schweren Wasser und Magnesiumchloridldsung, dass
durch die Veranderung der Magnesiumchloridkonzentration die Bilagenabstéande stark
variiert werden. Wie ein Vergleich mit dem in Tabelle [8.1] dargestellten reinen
System zeigt, hat die Magnesiumchloridzugabe bei dem System ohne darlber
hinaus einen starken Einfluss auf die angepasste Auflésung und die Rauigkeit.
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Abbildung 8.10. Dargestellt sind die [NB-Daten zweier Oligolipidbilagensysteme bestehend
aus 70 % 30 % bei einer Magnesiumchloridkonzentration von 50 mM - zun&chst
ohnelAuNP und anschlieBend mit 10 £ [AuNB der GréBe 42 Abzw. 100 A.
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Tabelle 8.9. Parameter der [NBlAnpassungen der 70 % [DMPC]| 30 % [Chal-Oligolipidbilagen bei
einer Magnesiumchloridkonzentration von 50 mM sowie mit [AuNPI unterschiedlicher GréBen

bei 20,0 °C.

Parameter System 1 System 2 System 1 System 2
+20 AAUNP! | + 50 AAUNP]

2L %) 7,0 7,0 7,0 7,0
5 [A] 12,1+ 0,0 12,5+ 0,0 12,4+ 0,0 12,9 £ 0,0
ipsy [108 A2 2,79+0,01 |335+0,01 |[337+0,01 |3,35+0,01
N 10 (45 %) 12 (45 %) 10 (45 %) 12 (45 %)

1 (55 %) 1 (55 %) 1 (55 %) 1 (55 %)
dw1 [A] 9,8 +0,1 6,8 +0,1 10,5 £ 0,1 9,3+0,1
dy» [A] 48,77 + 0,02 | 48,08 £0,02 | 59,20 +0,02 | 57,26 + 0,03
dys [A] 94 + 1 49 + 3 96+ 2 58 + 4
psi kops [10° A?] | 3,88 3,88 3,88 3,88
pst v [106A2] | 6,38+0,02 |6,38+0,01 6,38+ 0,02 | 6,38 +0,01
dyn, [A] 105,69 + 0,02 | 105,00 + 0,02 | 116,12 + 0,02 | 114,18 + 0,03
dges [A] 1.014 £ 1 1.172+3 1.090 + 2 1.266 + 4
X2 39.776 33.981 40.914 49.422

Nach diesen hier dargestellten Untersuchungen des Oligolipidbilagensystems wird ab-
schlieBend der[CholFAnteil noch auf 50 % erhdht, um zu eruieren, wie sich ein solches
System bei verschiedenen Magnesiumchloridkonzentrationen verhalt. Dieser zuletzt
gewahlte [CholFGehalt bietet sich an, da in Zellmembranen eukaryotischer Zellen der
Anteil an bis zu 50 % betragt. 8/

8.2.5 50 % [DMPCI 50 % [Choll

Es wird analog zu den Messungen verschiedener Oligolipidbilagensysteme mit gerin-
geren[CholFAnteilen gleichsam flr das Oligolipidbilagensystem mit 50 % verfahren und
das System bei verschiedenen Magnesiumchloridkonzentrationen charakterisiert. Die
Messdaten sind in Abbildung [8.11]dargestellt.

Der verwendete [Chol-Anteil Ubersteigt die Léslichkeit von in DMPC] P43l Eg
ist daher davon auszugehen, dass sich phasenseparierte [ChollDoméanen ausbilden
werden.P4 Das Aufstellen eines treffenden Modells, welches analog zu den anderen
Systemen ist, gelingt daher nicht. Verglichen mit den vorangegangen Messungen bei
unterschiedlichen Magnesiumchloridkonzentrationen, sind hier nur sehr schwache Ver-
anderungen sichtbar, sodass an dieser Stelle das System lediglich anhand der Lage
von Kiessig-Oszillationen und des Bragg-Peaks charakterisiert wird. Die daraus resul-
tierenden Dicken der Wiederholeinheiten in Abhangigkeit von der Magnesiumchlorid-
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konzentration sind in Tabelle [8.10]und Abbildung [8.12]dargestellt.
Die erhaltenen Dicken der Wiederholeinheit liegen allesamt bedeutend unter den Wer-
ten fiir DMPCJin Wasser, welche bei (64,35 - 65,17) A lagen.
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Abbildung 8.11. Es sind die [NR-Daten eines Oligolipidbilagensystems bestehend aus
50 % 50 % bei unterschiedlichen Magnesiumchloridkonzentrationen dargestellt.
Zundchst wurde in schwerem Wasser gemessen, danach die Magnesiumchloridkonzentration
auf 50 mM erhéht, sie dann schrittweise auf 12,5 mM, 3 mM und 1 mM abgesenkt, um sie ab-
schlieBend auf 100 mM zu erhéhen. Da sich der Bragg-Peak in den letzten beiden Messungen
aufgrund der starken Verbreiterung abhebt und sich die Lage des Bragg-Peaks nur minimal
dndert, wurde eine chronologische Darstellung der Messungen gewéhit.
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Tabelle 8.10. Parameter des Oligolipidbilagensystems bestehend aus 50 % [DMPCI 50 % [Chall
bei 20,0 °C und unterschiedlichen Magnesiumchloridkonzentrationen. Aufgrund der starken
Abschwachung der Kiessig-Oszillationen bei den Messungen in 1 mM und 100 mM Magnesi-
umchloridldsung konnte keine belastbare Gesamtschichtdicke ermittelt werden.

Magnesiumchlorid- | Dicke der Wiederholeinheit [A] | Gesamtschichtdicke [A]

konzentration

0 mM 60,93 + 0,06 1.370 + 10

1 mM 61,10 + 0,08 -

3 mM 60,71 + 0,07 1.300 + 40

12,5 mM 60,62 + 0,04 1.420 + 30

50 mM 61,04 + 0,08 1.270 + 50

100 mM 62,05 + 0,07 -
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Abbildung 8.12. Ausgehend von den in Abbildung dargestellten Daten wurden die Bragg-
Peaks in RQ*-Darstellung angepasst und aus der Position des Maximums mit Gleichung[2.13
die Wiederholeinheitendicke bestimmit.

Die entsprechenden Gesamtschichtdicken sind in Abbildung[8.13]visualisiert.

Es bleibt festzuhalten, dass die Dicke der Wiederholeinheit und somit auch die Ge-
samtschichtdicke nicht - oder nur in einem sehr geringen MaB - durch die Anderung
der Magnesiumchloridkonzentration beeinflusst wird. Dieser Effekt ist weitaus starker
als er alleine aufgrund der geringeren Affinitat der Bilagen zu lonen durch die Einlage-
rung von erwartet wurde.

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Resultaten von Inoko et al., welche bei 5 °C mit
nicht substratgebundenen [DPPClOligolipidbilagen bei einem [CholtAnteil von 50 %,
unabhéangig von der Kalziumchloridkonzentration zwischen 0 und 1.000 mM, ebenfalls
keine bemerkenswerte Anderung der Wiederholeinheitendicke feststellten.271 Neben
der Verringerung der Einlagerungsaffinitat von Kopfgruppen durch die Einlagerung von
ist es naheliegend, dass die gebildeten [CholFDoméanen einer Quellung nicht zu-
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traglich sind. Obgleich die Bragg-Peaks und Kiessig-Oszillationen bei den ersten vier
Messungen klar erkennbar sind, eignet sich dieses System nicht fir weitere Experi-
mente, da die Bilagenabstande nicht - oder zumindest nicht in dem gewinschten Maf3e
- variiert werden kénnen.
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Abbildung 8.13. Ausgehend von den in Abbi/dung dargestellten Daten wurden diese in
eine RQ*-Darstellung tberfiihrt. Fiir die ersten vier Messungen konnte die Lage der Kiessig-
Oszillationen bestimmt werden. Die Lage der Kiessig-Oszillationen wurde mit einer linearen
Regression in einen durchschnittlichen Abstand der Oszillationen UGberflihrt. Dieser Schritt ist
fir die vier gezeigten Konzentrationen im Anhang in Kapitel [F.3 in den Abbildungen[F.3 -|F.§
dargestellt. Die erhaltenen Steigungen wurden anschlieBend mit Gleichung in eine Ge-
samtschichtdicke umgerechnet. Fur die letzten beiden Messungen bei Magnesiumchloridkon-
zentrationen von 1 mM und 100 mM konnten dabei keine verldsslichen Gesamtschichtdicken
bestimmt werden. Wie in Abbildung[8.11) zu sehen ist, sind die jeweiligen Bragg-Peaks breiter
und die Kiessig-Oszillationen sind nur noch vereinzelt erkennbar, sodass die Gesamtschichtdi-
cken nicht verldsslich bestimmt werden kénnen.

8.3 Rontgenreflexionsmessungen

Mithilfe der NBFMessungen wurden viele Eigenschaften der Systeme ergriindet und
auch einige Anderungen des Systems durch die Interaktion mit Salzlésungen und
[AuNP ) festgestellt. Es bleibt jedoch die Frage bestehen, in welcher Form die [AuNP]
mit dem System interagieren. Dieser Frage soll in diesem Kapitel nachgegangen wer-
den.

Zunachst werden die Vorteile der XBR-Messungen gegeniiber den NBFMessungen
fOr die Lokalisierung von [NP|in Membranen dargelegt. Daflir sind in Tabelle die
[SLD| von [AuNP fir XBR-Messungen und [NB-Messungen dargestellt, wobei von einer
Molybdanquelle und leichtem Wasser bei XBRFMessungen und monochromatischen
Neutronen, wie sie in Berlin an V6 verwendet werden, und schwerem Wasser bei [NR-
Messungen ausgegangen wird.®l Um die Interaktion mit[NP| zu untersuchen, werden
Systeme mit 30 % verwendet, da die NB-Messungen zeigten, dass bei diesem
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[ChollGehalt die Bilagenanzahl erhalten bleibt, die angepasste Auflésung bei vielen
Messungen im Bereich der Gerateauflésung liegt und dennoch eine Quellung der Sys-
teme in 50 mM Magnesiumchloridlésung erfolgt. Die Ketten{SLD| ergibt sich geman
Tabelle [4.4

Tabelle 8.11.[NRB und XBRHSLD] der wichtigsten Komponenten des Systems. 119l

Komponente
Au Mg?*-lon | Ca?*-lon | Kopf- | Ketten- | Wasser
Parameter d=50A gruppe | gruppe
trocken | trocken
[10€ A2] | 4,67 34,38 11,22 1,88 -0,25 6,38
[106 A?] | 128,43 217,21 [ 136,12 | 11,05 | 8,93 9,43
Volumen [A3] 6,54 - 10* | 1,56 4,19 337 668 -

Wie aus Tabelle hervorgeht, sind die [SLD}Differenzen der lonen und [AuNPI zu
den Komponenten der Modellmembranen bei XBRR-Messungen bedeutend héher als
das bei[NB-Messungen der Fall ist. Wie Tabelle [8.11]zudem entnommen werden kann,
liegt bei NBF-Messungen die von Gold zwischen den von trockenen Kopf-
gruppen und schwerem Wasser, sodass bei solvatisierten Kopfgruppen eine etwaige
Einlagerung von [BuNP] nur geringe Anderungen der S0 zur Folge hétte.

Im Folgenden werden Lésungsansatze beschrieben, mithilfe unterschiedlicher Ansat-
ze die Anlagerungsposition der [AuNPI zu ergriinden.

Aufgrund der GroBe der [NP sollte eine etwaige Einlagerung beispielsweise zu einer
VergréBerung des Kopf- oder Kettenbereichs fihren. Es ware zudem mdglich, eine
Kontrastanpassung der Bilagen oder des L&sungsmittels vorzunehmen. Dabei wird
der Deuterierungsgrad der Komponenten so variiert, dass eine Anlagerung der [NPI
sichtbar wirde. Dabei werden beispielsweise die H-Atome der Lipide durch D-Atome
ausgetauscht, sodass eine hohere resultiert. Es kdnnte auch anstelle von reinem
schweren Wasser ein Gemisch aus schwerem und leichtem Wasser verwendet wer-
den, um dadurch dieselbe wie beispielsweise die Kopf- oder Kettengruppen zu
erhalten. Gerade hinsichtlich der Lochanteile der Systeme ergeben sich durch diese
Methode viele Vorteile. Die Verdnderung der durch eine [NP-Einlagerung wiir-
de somit sichtbar werden. Ohne weitere [NR-Messzeit kann dieser Frage jedoch nicht
nachgegangen werden.

Alternativ dréngen sich geméan Tabelle [8.11][XBR-Messungen auf, die den enormen
Vorteil bieten, dass der [SLDFUnterschied von [AuNP] - und auch von Magnesium- oder
Kalziumionen - zu allen anderen Komponenten des Oligolipidbilagensystems sehr grof3
ist. Das gilt neben den Kopf- und Kettengruppen auch fir Wasser. Ferner sollte der sehr
geringe [SLDFUnterschied zwischen Kettengruppe und Lésungsmittel bereits den eben
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beschriebenen Vorteil der Kontrastanpassung mit sich bringen. Eine etwaige Einlage-
rung der[AuNP]im Kopfgruppenbereich wiirde den Kontrast zwischen den Kopfgruppen
und allen anderen Komponenten weiter erhéhen, wohingegen eine etwaige modera-
te Einlagerung im Kettengruppenbereich den Kontrast absenken wirde. Eine starkere
Einlagerung im Kettenbereich kénnte den Kontrast verschwinden lassen und eine noch
stérkere Einlagerung den Kontrast wieder erhéhen.

Aus diesen Grinden werden im folgenden Unterkapitel Oligolipidbilagensysteme
mit 30 % in Wasser und Magnesiumchloridlésung sowie deren Interaktion mit
[AuNP] mithilfe von XBRFMessungen untersucht. Da mehr Messzeit zur Verfligung steht
kann zudem der Einfluss des Losungsmittels untersucht werden. Hinsichtlich biologi-
scher Relevanz drangen sich dabei Messungen in auf, da mithilfe des Puffers
der pH-Wert des menschlichen Blutes simuliert®® S 8%l und gleichzeitig die Interaktion
der Membranen mit Natrium- und Kaliumionen untersucht werden kann.1% Durch die
Verwendung von Kalziumchlorid kann der Frage nachgegangen werden, inwieweit der
Austausch von Magnesiumionen durch Kalziumionen die Membraneigenschaften ver-
andert.

Zunachst wird dabei in Abschnitt das Modellsystem vorgestellt, in Unterkapi-
tel das Oligolipidbilagensystem in Wasser charakterisiert, in Abschnitt die
Systeme in Magnesiumchlorid- und Kalziumchloridlésung vor der [NPFZugabe charak-
terisiert, in Unterkapitel [8.3.4] die Interaktion der Lipide mit kleinen [AuNPlin Salzlésun-
gen untersucht und in Abschnitt abschlieBend die Wechselwirkung der Oligoli-
pidbilagensysteme mit groBBen [AuNP]thematisiert.

8.3.1 Erweiterung des Modellsystems um den Parameter Dy,

Bei den [XBRB-Messungen wird zur Anpassung der Messdaten von demselben Modell
wie bei den [NRFMessungen ausgegangen. Da im Gegensatz zu den NBFMessungen
die Salz- und [NPFZusatze eine grundlegende andere [SLD| als Wasser besitzen, wird
bei den XBRFMessungen berlicksichtigt, dass durch die Zusatze auch die des
Lésungsmittels zunimmt. Hierflr wird davon ausgegangen, dass in einem Liter L6-
sungsmittel 55,56 mol Wasser vorliegen und zudem - je nach Lésungsmittel - noch die
entsprechenden lonen.

Die Messdaten lie3en sich sehr gut durch eine koh&rente Anpassung modellieren. Da
die Temperatur im Messraum am [KIT| durchgangig tber 26,0 °C betrug, wurde in An-
betracht der[AEMIMessergebnisse davon ausgegangen, dass die Filme durch die Auf-
bewahrung im Messraum von bis zu drei Tagen eine Topographie annehmen, die ei-
ner ausgeheizten Probe entspricht, wie sie in Kapitel [7.2 in Abbildung [7.3] dargestellt
ist. Folglich kann fiir die Anpassungen von Filmen aus DMPCI von einem koh&renten
Modell mit einem vernachlassigbar geringen Wasseranteil ausgegangen werden. Fir
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Filme aus 70 %[DMPCI 30 % [Chollist es aufgrund der deutlich geringeren Schmelzent-
halpie als fir DMPCl-Systeme in Kapitel [7.1] fraglich, ob die Filme durch die Tempera-
turerhéhung eine vergleichbare Strukturdnderung vollziehen.

Die Ketten{SLDI liegt geméan Tabelle mit 8,93 - 10® A2 sehr nah an der Wasser-
mit 9,43 - 10 A2, sodass sich die XBRIDaten nicht eignen, um verlasslich den
Wassergehalt und somit den Lochanteil zu bestimmen. Bei den Anpassungen wur-
de jeweils ein Lochanteil angenommen, welcher im Bereich der durch NBFMessungen
bestimmten Wasseranteile liegt, sodass - solange nicht anderweitig angegeben - pau-
schal fiir die Ketten von einer[SLDJvon 9,0 - 10 A2 ausgegangen wird.

Fur die XBRFMessungen muss aufgrund der deutlich héheren der lonen und der
NPl angenommen werden, dass sich durch die Einlagerung von [NP| und lonen die
in besagten Regionen in deutlich starkerem MaBBe andern, als das bei den NRF
Messungen der Fall ist. Im Falle von [NPlist es méglich, dass ein Teil des Partikels im
Kopfgruppenbereich lokalisiert ist, wobei sich der Rest des Partikels in der Zwischen-
schicht befindet. Dies wiirde dann zu einer Erhéhung der [SLDJim Kopfgruppenbereich
und der Wasserzwischenschicht fihren. Im Falle der Bilage, die am weitesten vom
Substrat entfernt ist, gibt es jedoch keine angrenzende Zwischenschicht mehr, da sie
direkt an die Losung grenzt. Damit es bei der Modellierung der Messdaten im Bereich
um die duBerste Bilage moglich ist, die durch eine etwaige [NP}-Einlagerung zu
erhdhen, wird eine Zwischenschicht 4 eingefligt, die zwischen der auBBersten Bilage
und der Losung liegt. Um die Anzahl an Parametern dabei nicht zu sehr zu erhéhen,
werden die [SLDIder Zwischenschichten 1 bis 4 gekoppelt.

Im Fall von NBFMessungen &ndert sich die in diesem Bereich durch eine etwai-
ge NPHEinlagerung nur in einem vernachlassigbaren MaB3e, da die der solvati-
sierten Kopfgruppen, des Ldsungsmittels und der [NP] in derselben Gré3enordnung
liegen. Folglich ist die Einflihrung einer solchen Schicht bei NBFMessungen redun-
dant. Um dennoch eine Vergleichbarkeit zu den [NRIErgebnissen zu gewahrleisten,
wird die Zwischenschicht 4 bei der Bestimmung der Gesamtschichtdicke nicht berlck-
sichtigt. Das beschriebene Modell ist fir den Fall vor der NP-Zugabe in Abbildung
dargestellt. Aufgrund der durchgefiihrten Uberlegungen ist das Modell auch nach der
[AuNP}Zugabe noch anschlussfahig, sodass die Beeinflussung der Parameter durch
die AuNPFZugabe untersucht werden kann.

Damit das Modell auch in dieser Form nach einer etwaigen [AuNP}Einlagerung ver-
wendet werden kann, muss das Modell gewéhrleisten, dass die damit verbundenen
[SLD-Anderungen beriicksichtigt werden kénnen. Durch eine [AuNP*Einlagerung in die
Membran ist es aufgrund der GroBe des [NP| naheliegend, dass auch ein Teil des [NP|
in die angrenzende wassrige Schicht Gbersteht. Dies hatte zur Folge, dass auch die
der angrenzenden wassrigen Phase zunimmt. Durch eine Anpassung der
aller Komponenten des Oligolipidbilagensystems werden fast alle Bereiche abgedeckt,
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Abbildung 8.14. Dargestellt ist das Modellsystem fiir Oligolipidbilagensysteme mit einer Zwi-
schenschicht 4 in Salzlésung fiir Salze, die in Lésung bivalente Kationen (Mg?* und Ca?*) und
monovalente Anionen (CI') bilden, und bei denen sich die Kationen im Kopfgruppenbereich
einlagern. Die Grundlage fiir dieses zusammengesetzte Modell bilden die Modelle in Abbil-
dung[4.6 und sowie der in Kapitel[8.1| thematisierte Umstand, dass sich die verwendeten
bivalenten lonen im Kopfgruppenbereich einlagern. Zudem ist die Abschirmiénge r11272 S- 201 1]
dargestellt. Sie gibt an, in welchem Abstand das elektrische Potential auf den g-ten Teil abféllt
und hdngt von der lonenstérke der Lésung, der relativen Permittivitdt des Mediums sowie der
Temperatur ab.

in die NP herausragen kénnen. Die einzige Stelle, an welcher diesem Umstand nicht
Rechnung getragen werden kann, ist die Seite der duBersten Bilage, die in Richtung
der L&sung orientiert ist. Um auch an dieser Stelle eine etwaige Erhéhung der[SLDIzu
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ermdglichen, wird die in Abbildung [8.14]dargestellte Zwischenschicht 4 eingefiihrt. Fir
die Dicke dieser Schicht wird als obere Grenze dieselbe Strecke angenommen, wie sie
auch in die andere Richtung der Bilage zur Verflgung steht mit dy, < d—V2V3. Die Zwi-
schenschicht 4 wird bei der Bestimmung der Gesamtschichtdicke nicht berlcksichtigt,
da andernfalls keine Vergleichbarkeit zu den [NRFMessungen gegeben wére.

8.3.2 70% 30 % in Wasser

Bevor die ausstehenden Fragen hinsichtlich der Interaktion der Systeme mit [AuNPJ in
Salzlésungen beantwortet werden kénnen, wird zunéchst das Oligolipidbilagensystem
in Wasser - zur Uberpriifung des Modellsystems - charakterisiert. Die entsprechen-
de XBR-Messung ist in Abbildung [8.75] dargestellt. Die zugehdrigen Parameter sind
in Tabelle gelistet. Zur Anpassung der in den Zwischenschichten wurde der
Wertebereich auf (9,43 - 11,00) -10® A2 begrenzt. Die beste Anpassung in diesem Be-
reich wurde mit der unteren Grenze erzielt, die der [SLD|von Wasser entspricht. Ohne
jegliche Grenzen wirde die beste Anpassung mit einer der Zwischenschichten
von (9,18 +0,13)-10° A2 mit einem y2-Wert von 0,74 erzielt. Die Abweichung zum
Literaturwert betragt somit 1,9 Standardabweichungen und ist nicht statistisch signifi-
kant.

10° E e Wasser Anpassung £
102 d
o 3 a3
10 d
10-6 3 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,05 0,1 0,15 0,2
QA7

Abbildung 8.15.[XER-Messdaten eines Oligolipidbilagensystems bestehend aus 70 %[DMPC
30 % bei 20,0 C mit zugehdriger Anpassung.

Wie der Abbildung entnommen werden kann, ist flir den | 7|-Bereich um die Ab-
bruchkante die Reflektivitat nicht perfekt modelliert. In der Anpassung liegt die Ab-
bruchkante bei etwas kleineren (-Werten fiir als bei den Messdaten. Um eine tref-
fendere Anpassung zu erreichen, miisste die angenommene [SLDI-Differenz zwischen
Silizium und Wasser etwas gréBer sein, als das fir die Literaturwerte der Fall ist. Wah-
rend bei [NBFMessungen die [SLD| des Lésungsmittels, welches in der Regel schweres
Wasser ist, beispielsweise durch Anteile an leichtem Wasser verandert sein kann, ist
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Tabelle 8.12. Parameter der [XBRFAnpassung der Oligolipidbilagensysteme bestehend aus
70 % [DMPCI 30 % [Chollin Wasser bei 20,0 °C.

Parameter Wasser
S %] 18

¥ [A] 2+3

N 13

dy1 [A] 2+ 2

dyz [A] 11,9+0,8
dys [A] 37+8

psi Kops [10° A?] | 10,24 £ 0,2
psi kee [100 A2] | 9,0

psr o [108 A2] | 9,43

pst w14 [10° A?] | 9,43

dy, [A] 68,8 0,8
dges [A] 898 + 11
\2 0,89

eine solche Variationsméglichkeit bei XBRFMessungen in leichtem Wasser nicht gege-
ben.

Eine physikalisch ohnehin nicht sinnvolle Verringerung der Lésungsmittel{SLD| wiirde
zwar die Anpassung im Bereich der Abbruchkante verbessern, aber eine Verschlech-
terung der Anpassung bei gréBeren Werten fir Q mit sich bringen. Stattdessen werden
far die [SLDI die Literaturwerte herangezogen, was zur Folge hat, dass die Abweichun-
gen im Bereich der Abbruchkante bei den Anpassungen relativ stark ins Gewicht fallen
wohingegen die Strukturen im Bereich der Bragg-Peaks aufgrund der geringeren Re-
flektivitat deutlich schwacher gewichtet werden. Dieses Problem wird ein Stlick weit
reduziert, indem die statistischen Fehler der einzelnen Messpunkte bei den Anpas-
sungen nicht berlcksichtigt werden, da die Statistik im Bereich hoher Reflektivitaten
besser ist. Obgleich die statistischen Fehler der einzelnen Messpunkte bei der Anpas-
sung nicht berticksichtigt werden, sind sie dennoch in der Abbildung [8.15] dargestellt.
Bei den folgenden Anpassungen wird analog verfahren. Durch das Vernachlassigen
der Fehler unterscheiden sich die y2-Werte der [ XBRF-Messungen grundlegend von de-
nen der NB-Messungen.

Um die Quellung von DMPClOligolipidbilagensystemen bei unterschiedlichen Magne-
siumchloridkonzentrationen zu komplettieren, wird das System in 100 mM Magnesi-
umchloridldsung mittels XBRBFMessungen charakterisiert. Diese Messung ist im An-
hang in Abbildung [F7| dargestellt. Die bestimmte Wiederholeinheitendicke liegt bei

°

(91,3 0,9) A.
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8.3.3 70 % IDMPCI 30 % IChol/ in 50mM Magnesiumchlorid- und 50 mM Kalzium-
chloridlésung

Bevor die Anpassungen der Messdaten thematisiert werden, steht zunachst die er-
wartete Kopfgruppen{SLD| im Mittelpunkt, da diese von zentraler Bedeutung ist. Als
GroBe fir die Kopfgruppe wird, nach wie vor, von einer solvatisierten Kopfgruppe aus-
gegangen. In Anbetracht der in Tabelle dargestellten GréBenverhéltnisse wird
angenommen, dass die Volumenzunahme der Kopfgruppe durch die Einlagerung der
lonen vernachlassigbar klein ist. Anhand der bestimmten der Kopfgruppen kann
die Anzahl an eingelagerten lonen im Kopfgruppenbereich somit unmittelbar abgeleitet
werden. Bei dieser Berechnung wird davon ausgegangen, dass die Kopfgruppen sol-
vatisiert vorliegen und das Volumen der Kopfgruppe mit 8,4 Wassermolekiilen 589 A3
betragt.l®® Somit ergibt sich fiir die modellierte der Kopfgruppe p%, i, der in
Gleichung [8.2|dargestellte Zusammenhang.

Dabei entspricht ps;, k.,y der [SLD| der Kopfgruppe ohne lonen, Vi dem Volumen der
Kopfgruppe ohne lonen, N; der Anzahl an lonen pro Kopfgruppe und ps;, ; der[SLDIder
lonen, deren Wert - genauso wie das Volumen der lonen - V; in Tabelle [8.11] gelistet
ist. Wird Gleichung nach N; umgestellt, ergibt sich Gleichung[8.3] mit welcher sich
die Anzahl an lonen pro Kopfgruppe bestimmen lasst. Der resultierende Fehler AN
ergibt sich mit Gau3scher Fehlerfortpflanzung und ist in Gleichung aufgefihrt.

psL Kopf * Vi + pspr - Vi - Nip

p’g}L Kopf — VK (82)

Vi - (p% — o
N, = K (PSL Kopf PSL K pf) (8.3)
psL1 - Vi

Filme mit 70 % [DMPCI 30 % [Chal ohne Fehlistellen besitzen bei einer Hydratisierung in
dem verwendeten Modell, was basierend auf der Publikation von Tristram-Nagle et al.
auf Systeme mit [Chol iibertragen wurde, eine Kopfgruppen{SLD|von 10,34 - 10 A2,
wahrend die[SLDJvon Wasser bei 9,43 - 10 A2 liegt. 19188 Dje abgeschatzte Kopfgrup-
penSLD| passt zu einem nicht gequollenen Oligolipidbilagensystem, bei dem die Kopf-
gruppen solvatisiert vorliegen und der Lochanteil im System vergleichbar ist mit dem
der [AEMFAufnahme in Abbildung [5.3] Die &hnliche angepasste im Kopfgruppen-
bereich kdnnte auch durch die Erhéhung des Lochanteils - bei einer gleichzeitigen
Anlagerung von lonen im Kopfgruppenbereich - erklart werden.

Flr die durchgeflihrten Anpassungen wird vorausgesetzt, dass das in Tabelle be-
schriebene Modell in Wasser genauso auf die Lipidmembranen in Salzlésungen Uber-
tragbar ist. Zudem wird angenommen, dass die [SLDFZunahme im Kopfgruppenbereich
- im Vergleich zu den XBR-Messungen in Wasser - ausschlie3lich auf die Einlagerung
von lonen in den Kopfgruppenbereich zurlickzufihren ist. Die bestimmten Unterschie-
de fur die Dicke der Zwischenschicht 2 sind sowohl fiir die beiden Oligolipidbilagensys-
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teme in Magnesiumchloridlésung als auch die beiden Systeme in Kalziumchloridlésung
sehr gering sind. Dementsprechend wird davon ausgegangen, dass die Einlagerung
der lonen im Kopfgruppenbereich fir Systeme mit dergleichen Zusammensetzung in
derselben Lésung reproduzierbar ist. Zur genaueren Bestimmung der [SLDI der Kopf-
gruppen sind deshalb bei der Anpassung die [SLD|der Kopfgruppen und der Zwischen-
schichten beider Systeme in 50 mM Magnesiumchloridldsung miteinander verknUpft.
Flr die Anpassungen in 50 mM Kalziumchloridlésung wurde analog verfahren. Die
Messdaten mit zugehérigen Anpassungen sind in Abbildung [8.16] visualisiert. Die da-
fir verwendeten Parameter sind in der Tabelle dargestellt.

Generell fallt auf, dass durch die Einlagerung der lonen in die Membranen die Rau-
igkeiten der Filme zunehmen und gréBer sind, als das beispielsweise bei den Filmen
|

o Lo u L e o o L
10 : * Magnesiumchloridlésung (1) Anpassung
10 * Magnesiumchloridlésung (2) Anpassung
Kalziumchloridlosung (1) Anpassung
102 Desesos, e Kalziumchloridlésung (2) Anpassung

1073
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Abbildung 8.16. [XBB-Messdaten von vier Oligolipidbilagensystemen bestehend aus
70 % [DMPQC 30 % mit zugehdrigen Anpassungen bei 20,0 C. Zwei Systeme wurden
in 50 mM Magnesiumchloridlésung charakterisiert, die anderen beiden in 50 mM Kalziumchlo-
ridlésung.
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Tabelle 8.13. Parameter der[XBRFAnpassungen von Oligolipidbilagensystemen bestehend aus
70 % [DMPCI 30 % [Challin 50 mM Magnesiumchlorididsung und 50 mM Kalziumchloridlésung

bei 20,0 °C.

Parameter 50 mM Mag- 50 mM Mag- 50 mM Kal- | 50 mM Kal-
nesiumchlorid- | nesiumchlorid- | ziumchlorid- | ziumchlorid-
l6sung (1) I6sung (2) l6sung (1) l6sung (2)

S0 o) 7 7 12 8

> [A] 42+0,9 42+0,9 53+0,7 7,105

N 12 10 10 12

du [A] 25+ 2 26+ 2 19+3 11+3

dy» [A] 46,7 + 0,5 47,1+ 0,4 58,4+0,9 |56,2+0,6

dws [A] 124 +5 121 + 4 138 + 8 137 +5

dw4 [A] 19+7 19+7 56 + 14 56 + 14

psi kops [108 A?] | 10,75 £ 0,14 10,75+ 0,14 11,056 +£0,15 | 11,05+ 0,15

lonen pro 0,86 + 0,29 0,86 + 0,29 0,89+0,19 | 0,89+0,19

Kopfgruppe

psi Kewe [108 A2] | 9,0 9,0 9,0 9,0

psr oy [108 A2l | 9,47 9,47 9,48 9,48

pst wi-4 [10° A2] | 9,90 + 0,05 9,90 + 0,05 10,11 £ 0,08 | 10,11 £ 0,08

dwn [A] 103,6 £ 0,5 104,0 £ 0,4 115,3+£0,9 |[113,1+£0,6

dges [A] 1.356 £ 7 1.150£5 1.135+ 11 1.337 £ 8

X2 1,40 1,42 1,17 1,06

derselben Zusammensetzung mit 70 % [DMPCI30 %[Cholin Wasser in den Tabellen[6.5|
und[8.12)der Fall ist. Wie aus der Tabelle[8.13]hervorgeht, resultiert fiir das 70 % [DMPC]
30 % [Chol-Oligolipidbilagensystem in einer 50 mM Kalziumchloridlésung ein hoherer
Bilagenabstand als das in 50 mM Magnesiumchloridlésung der Fall ist. Das deckt sich
mit den Ergebnissen nicht substratgebundener DPPC}Oligolipidbilagensysteme der Li-
teratur.l'27l Zudem sind geméan Kant De et al. die ¢-Potentiale von Bilagensystemen mit
[PCHKopfgruppen - wie auch in 40 mM Kalziumchloridldsungen - stérker positiv
als in Magnesiumchloridlosungen derselben Konzentration, sodass die daraus resul-
tierende starkere Einlagerung von bivalenten lonen einen gré3eren Gleichgewichtsab-
stand erkléart. 158l

In Kalziumchlorid quellen die Filme geman der Abbildung und den Tabellen |8.14
und stéarker als in Magnesiumchlorid. Inoko et al. erhielten fiir nicht substratge-
bundene [DPPC}Systeme Ergebnisse, die in dieselbe Richtung weisen, wie die vor-
liegenden Messungen an substratgebundenen 70 % 30 % [Chol 271 Zudem
erhielten Marra et al. fir die Adsorption von Magnesiumionen und Kalziumionen auf
bei 16 °C fur Kalziumionen eine héhere Assoziierung an die Membranen als
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fir Magnesiumionen.t'>7 Lis et al. fanden ebenfalls, dass bei gleichen Konzentratio-
nen Kalziumionen starker an Molekile binden, als das bei Magnesiumionen der
Fall ist.l'%8] Es ist daher davon auszugehen, dass in einer 50 mM Kalziumchloridlésung
mehr Kalziumionen in die Membran eingelagert werden, als bei einer 50 mM Magne-
siumchloridlésung fir Magnesiumionen, was die gefundenen héheren Quellungen um
10 A geman Tabelle erklart.

Aus den [XBB-Messungen geht zwar hervor, dass die Anpassungen in 50 mM Magne-
siumchloridlésung und in 50 mM Kalziumchloridldsung deutlich besser werden, wenn
flr die Kopfgruppen eine hdhere angenommen wird, als das fur Kopfgruppen in
Wasser der Fall ist. Dennoch erscheint die Anzahl an lonen pro Kopfgruppe etwas hoch
- zumal durch die Anwesenheit von eine geringere Einlagerung im Kopfgruppen-
bereich erwartet wird, als bei Systemen, die nur aus bestehen. Bei der Be-
stimmung der Anzahl an lonen pro Kopfgruppe wurde davon ausgegangen, dass sich
ausschlie3lich bivalente lonen im Kopfgruppenbereich einlagern. Da bei vielen Anpas-
sungen der erhaltene Wert fiir die Ketten{SLDJim Bereich von 9,0-10° A2 lag und die
Ketten{SLDJ sich auch mit einem hoéheren oder geringeren Wasseranteil nur schwach
andert, wurde dieser Wert festgesetzt, um die Anzahl verwendeter Parameter bei den
Anpassungen zu reduzieren. Dieser entspricht einem Wasseranteil von 17 %.
Etwaige Einlagerungen der monovalenten Anionen nahe der bivalenten Kationen wer-
den dabei nicht berlicksichtigt. Da die[SLD|somit ausschlieBlich auf die Einlagerung an
bivalenten Kationen zurtickgefuhrt wird, ist davon auszugehen, dass der ermittelte den
wahren Wert etwas Ubersteigt, da angenommen werden kann, dass ein Teil der [SLDF
Zunahme auch auf die Anwesenheit von Anionen nahe der eingelagerten Kationen
zurlickzufiihren ist. Anhand der Gleichungen und wurden die in Tabelle
gelisteten lonen pro Kopfgruppe abgeleitet.

Kucerka et al. erhalten fir DPPC}Bilagen unter der Annahme, dass pro Kopfgruppe ein
Magnesiumion einlagerbar ist, bereits bei einer Konzentration von 10 mM Magnesium-
chloridlésung Anlagerungen, die mit 0,93 lonen pro Kopfgruppe in einem &ahnlichen
Bereich liegen, wie sie in Tabelle [8.13] ermittelt sind. Hierbei sollte beriicksichtigt wer-
den, dass zwar die verwendete lonenstarke bei den [XBRR-Messungen flinfmal héher
ist als in der aufgeflhrten Literatur war, aber dass auf der anderen Seite durch die
Einlagerung von in die Bilagen die Affinitat der Bilagen zur Aufnahme von lonen
Sinkt_[125] [150]

Um die Einlagerung von [AuNPI quantifizieren zu kénnen, ist es unerlasslich, den Re-
ferenzwert fir die der Kettengruppen, Kopfgruppen und Zwischenschichten vor
NPFZugabe zu kennen. Fiir die Anpassung der Messdaten des Oligolipidbilagensys-
tems bestehend aus 70 % [DMPClund 30 % in Wasser wird gemaf Kapitel
fOr die angepasste [SLD|der Zwischenschichten der Wert der unteren Grenze erhalten,
welcher der [SLD| von Wasser entspricht. Ohne besagte untere Grenze wird ein etwas
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geringerer Wert gewonnen, der knapp zwei Standardabweichungen darunter liegt. Bei
den Messungen mit Magnesiumchlorid und Kalziumchlorid werden fr die Zwi-
schenschichten erhalten, die deutlich gréB3er sind, als die Literaturwerte flr die entspre-
chende LOsung psy, - Wird hingegen fir die Zwischenschicht eine etwas niedrigere
angenommen, die eher dem Wert von pg;, 1 entspricht, resultieren schlechtere
Anpassungen der Messdaten, wie den Abbildungen|[F.9|und .8 sowie den Tabellen [F5]
bis [F-3/im Anhang zu entnehmen sind.

Wird die Zunahme der angepassten in den Zwischenschichten auf die Prasenz
von lonen zurtickgefihrt, kann aus den ermittelten auf die Konzentrationen der
lonen in den Zwischenschichten geschlossen werden. Diese lagen bei (590 + 70) mM
und (730 £ 80) mM.

Bei solchen lonenkonzentrationen in den Zwischenschichten resultiert ein unrealistisch
hoher osmotischer Druck gegenlber der restlichen Lésung. Unter Anwendung des
Van't Hoffschen Gesetzes und unter Berlicksichtigung, dass sich nach dem Lésen von
Kalziumchlorid doppelt so viele Chloridanionen wie Kalziumionen in der Lésung befin-
den, resultiert flr das Oligolipidbilagensystem in 50 mM Kalziumchloridldsung der in
Gleichung bestimmte, unphysikalisch hohe osmotische Druck I1. Dabei bezeichnet

Ac den Konzentrationsunterschied, R die universelle Gaskonstante und 7" die Tempe-
ratur. 197 S- 347]

|
M=3Ac-RT=3680"" 5314 9
m3 mol - K

203K ~ 5MPa  (8.4)

Der in Gleichung bestimmte osmotische Druck ist deutlich gréBer, als es fur ein
stabiles System physikalisch sinnvoll ware. Veranschaulicht wird dies dadurch, dass
der hier berechnete osmotische Druck deutlich gréB3er ist als der in anderen Veroffent-
lichungen verwendete osmotische Druck, der angelegt wird, um die Bilagen sehr stark
zusammenzudriicken, 133111591

Somit bleibt festzuhalten, dass die Anpassung der im Zwischenschichtbereich
ohne die Verwendung von Grenzen einen unphysikalisch hohen Wert liefert. Das ver-
wendete Modell beschreibt die Systeme daher nicht exakt. Es wird davon ausgegan-
gen, dass durch die Erhéhung der im Zwischenschichtbereich eine auftretende
Abweichung zwischen dem realen System und dem Modellsystem verringert werden
kann, obgleich nicht klar ist, was die ausschlaggebende Abweichung der Messdaten
und dem zugrunde liegenden Modell verursacht.

Die Bestimmung der [SLD| ohne die Verwendung von Grenzen ist jedoch unabdingbar
flr die Lokalisierung der [AuNP}Einlagerung. Wirden beispielsweise vor der [AuNPH
Zugabe fir die Anpassung der im Bereich der Zwischenschichten Grenzen ge-
setzt, resultierte bei der Anpassung der Wert, welcher zuvor als obere Grenze gewahlt
wurde. Wirde dann nach der[AuNP}FZugabe keine obere Grenze mehr gesetzt, ergabe
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sich fur die der Zwischenschichten eine hdhere als zuvor. Diese Zunah-
me waére jedoch zum gréBten Teil nicht auf die [AuNP] zurlickzuflihren, sondern auf
das Wegfallen der oberen Grenze. Es ist daher nicht mdglich, eine obere Grenze fur
psr wi-4 ZU verwenden, wenn bei einer folgenden [AuNP}Zugabe die etwaige Einlage-
rung der [NP| quantifiziert werden soll.

Die erhaltenen[SLD}Profile fiir die Systeme in 50 mM Kalziumchloridlésung und 50 mM
Magnesiumchloridlésung sind in Abbildung exemplarisch fir die beiden Syste-
me (2) dargestellt. Trotz der etwas groBeren angepassten Kopfgruppen{SLD! fiir das
System in Kalziumchloridlésung wird im [SLDFProfil fir das Pendant in Magnesium-
chloridlésung - aufgrund der etwas geringeren Rauigkeit - eine hohere [SLDlim Bereich
der Kopfgruppen erreicht.

I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1
— 50 mM Magnesiumchloridldsung
—— 50 mM Kalziumchloridlésung

)

BN
BN
()]

—_—
—_—

10,5

SLD [10° A7
)

9 W VW WU gy v
0 500 Z[A_1] 1000

Abbildung 8.17. Aus den Anpassungen in Abbildung erhaltenes [SLD-Profil der beiden
Oligolipidbilagensysteme (2) bestehend aus 70 % 30 % Eines davon wurde in
50 mM Magnesiumchloridlésung und das andere in 50 mM Kalziumchloridlésung gemessen.
Die[SLD sind fiir das System in Kalziumchloridlésung im Bereich der Zwischenschichten héher,
aber im Kopfgruppenbereich durch die héhere Rauigkeit etwas geringer.

Nach der Untersuchung der Einlagerung von Kalzium- und Magnesiumionen in die
Kopfgruppen soll im Folgenden die Einlagerung der [AuNP| untersucht werden. Zu-
né&chst wird die Interaktion mit kleinen [AuNPI in Unterkapitel [8.3.4] thematisiert, wohin-
gegen in Kapitel auf die Interaktion von 70 % 30 % in Magnesium-
chlorid-, Kalziumchlorid- und PBS}FL6sung mit groBen [AuNP| eingegangen wird.
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8.3.4 Interaktion mit kleinen |AuNP!

Geman Tabelle und der Diskussion in Kapitel [8.3.1] wird fir die Einlagerung von
[BuNP] eine [SLDFAnderung des Systems erwartet. Alternativ zu dem dort beschrie-
benen Modell besteht auch die Mdglichkeit, eine weitere Schicht innerhalb der Wie-
derholeinheit einzufigen. Diese lage oberhalb des Kopfgruppenbereichs, kann jedoch
maximal halb so dick sein wie die innerste Zwischenschicht. Die Einflhrung dieses
neuen Modells bringt jedoch den inhdrenten Nachteil mit sich, dass pro Wiederhole-
inheit sechs Komponenten (NP-Schicht, Kopfgruppe, Kettenbereich, Kopfgruppe, NP+
Schicht, Wasser) auftreten, anstelle der bisherigen vier (Kopfgruppe, Kettenbereich,
Kopfgruppe, Wasser). Der offenkundigste Unterschied zu dem bisher verwendeten Mo-
dell ware, dass durch mehr Komponenten und gleichbleibende Rauigkeit innerhalb ei-
ner Wiederholeinheit mehr Ubergénge und somit ein starkeres Verwaschen der
als bisher eintreten wirde.

Bei dem Sechs-Komponenten-Modell zeigte sich bei den Anpassungen, dass die mo-
dellierte Rauigkeit geringer ist als bei dem Vier-Komponenten-Modell. Dies hat unter
der Annahme gleicher Rauigkeiten bei allen Ubergéngen zur Folge, dass im[SLD}HProfil
der Ubergang des Kettengruppenbereichs zu den Kopfgruppen beim Sechs-Kompo-
nenten-Modell - aufgrund der generellen Abnahme der Rauigkeiten - deutlich harter
ist. Die Vergleichbarkeit zu den in der Arbeit durchgefiihrten Anpassungen ware somit
nicht gewahrleistet. Aus diesem Grund wird die Anzahl an Komponenten nicht veran-
dert und es wird weiterhin mit dem Vier-Komponenten-Modell gearbeitet.

Anstelle einer neuen Schicht werden daher lediglich die der Ketten-, Kopfgrup-
pen und Zwischenschichten angepasst. Dabei wird davon ausgegangen, dass die [SLD|
innerhalb einer jeweiligen Komponente - Kettengruppenbereich, Kopfgruppe und Zwi-
schenschicht - fir alle Bilagen nédherungsweise gleich sei. In Abbildung sind die
[XBRDaten zweier DMPCl-Oligolipidbilagensysteme mit 30 % dargestellt. Einem
System wurden in 50 mM Magnesiumchloridlésung und dem anderen in 50 mM Kal-
ziumchloridlésung [AuNP| zugegeben. Durch die in Abbildung [8.18] dargestellten Mo-
dellierungen wurden die Parameter, welche fir die Magnesiumchloridlésung in Tabel-
le und far Kalziumchloridlésung in Tabelle dargestellt sind, abgeleitet.

Wie aus Tabelle ersichtlich wird, nimmt die angepasste Rauigkeit des Systems
durch die Zugabe der [AuNP] sowie die Erhéhung der [AuNP}Konzentration weiter zu,
wahrend die angepasste Aufldsung mit beiden [AuNPFZugaben abnimmt. Dabei ist
die Zunahme der Rauigkeit durch die Erhéhung der [AuNPHKonzentration von 0 auf
40 22 [AuNP statistisch signifikant. Dasselbe gilt fiir die Dicke der Zwischenschichten,
welche bei der geringen [AuNPFKonzentration um 3,9 Standardabweichungen gréBer
ist als zuvor.

Hingegen ist die Zunahme der Kopfgruppen- und besonders der Zwischenschichten-
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nicht statistisch signifikant. Die bestimmte der Zwischenschichten und die
SLD| der Kopfgruppen lagen fiir die geringe und hohe [AuNPKonzentration in einem
ahnlichen Bereich, wobei die jeweiligen Fehler sehr hoch waren. Um die Streuung zu

10*
10°
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10’
10°
107
107
107
10
10
10°
107
108
10
1 0-10
1 0-11
1 0-12
1 0-13
1 0-14
1 0-15
1 0-16
1 0-17
1 0-18

50 mM MgCl, Anpassung
50 mM MgCl, + 10 pg/mL AuNP Anpassung
50 mM MgCI2 + 40 ug/mL AuNP Anpassung
50 mM CaCl, Anpassung
50 mM CaCl, + 10 pg/mL AuNP Anpassung
50 mM CaCl, + 40 pg/mL AuNP Anpassung
50 mM CaCl, + 20 pg/mL AuNP Anpassung

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

T I T I T I T I T I T I T I T I T I T
0,172 0,14 0,96 0,18 0,2 0,22

QA"

Abbildung 8.18. Dargestellt sind die [XBR-Daten zweier Oligolipidbilagensysteme bestehend
aus 70 % 30 % in 50 mM Magnesiumchloridlésung und 50 mM Kalziumchlo-
ridlésung, denen anschlieBend die in Tabelle gelisteten [AuNP 1 mit einem ungefihren
Durchmesser von 42 A zugegeben wurden.
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Tabelle 8.14. Parameter der XBR-Anpassungen der Oligolipidbilagensysteme bestehend aus
70 % [DMPC] 30 % in 50 mM Magnesiumchloridlésung bei 20,0 °C vor und nach der
[AuNP}Zugabe.

Parameter ohne[AuNP! | 10 =7 [AuNP] | 40 B2 [AuNP
ST o) 7 12 20

3 [A] 4,2+0,7 75+0,7 8,4+0,6

N 12 12 12

dy1 [A] 25+ 2 15+3 31+6

dy [A] 46,7+0,5 |490+0,7 |636+1,0
dys [A] 124 +5 130+5 180 * 40
dya [A] 19+7 19+7 19+7

pst xopr [108 A2] | 10,75 £0,14 | 11,36 £ 0,23 | 11,36 £ 0,23
psi rene [10° A?] | 9,0 9,0 9,0

pst v [10€ A2l | 9,47 9,47 9,47

psr wi_a [106 A2] | 990 £0,05 |9,99+0,09 |9,99 +0,09
dywn [A] 103,6 +0,5 |1059+0,7 |120,5+1,0
dyes [A] 1.356 + 7 1.375+9 1.590 + 40
2 1,40 1,09 1,09

minimieren, wurden fur die Anpassungen dieser beiden Datensatze, mit geringer und
hoher [NPl-Konzentration, ps wi-4 Und psz ko jeweils miteinander gleichgesetzt. Der
Grund hierfir ist, dass ohne die Verwendung von Grenzen f(ir die hohe [AuNP}Konzen-
tration um weniger als eine Standardabweichung geringere erhalten wurden als
das flr die geringe [AuNPFKonzentration der Fall war. Da bei einer starkeren Quel-
lung und demselben Lochanteil die [SLD|im Zwischenschicht- und Kopfgruppenbereich
nicht abnehmen sollte, wurden diese Grd3en vor der abschlieBenden Anpassung mit-
einander verknlpft. Die [SLD}Profile des Oligolipidbilagensystems in 50 mM Magnesi-
umchloridlésung vor der [AuNPFZugabe und mit der hohen [NPFKonzentration sind in
Abbildung [8.19|dargestellt.

Eine detaillierte Diskussion der [AuNP}Einlagerung erfolgt anschlieBend an eine Be-
schreibung der Systeme in 50 mM Kalziumchloridlésung. Geman Tabelle[8.15/nehmen
durch die Zugabe der in Tabelle[6.10]gelisteten[AuNP] 1 in 50 mM Kalziumchloridlésung
die Zwischenschichtdicken, die Kopfgruppen{SLD| und die der Zwischenschich-
ten zu. Aufgrund der groBen Fehler sind die jeweiligen Anderungen in Bezug auf die
Messung ohne [AuNPI nicht statistisch signifikant. Neben der abnehmenden Auflésung
ist lediglich die modellierte Rauigkeit bei einer [AuNP-Konzentration von 40 £ statis-
tisch signifikant héher, als das bei 20 £ und ohne [BuNPI der Fall war. Analog zum
Vorgehen bei 50 mM Magnesiumchlorid wurden psz, wi-4 Und pg;, x,,; bei den[AuNPF
Konzentrationen von 10 2 und 20 X2 miteinander verknlipft. Es ist bemerkenswert,
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1 — 50 mM Magnesiumchloridlésung
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Abbildung 8.19. Aus den Anpassungen in Abbildung|8.18 erhaltenelSLD-Profile eines Oligoli-
pidbilagensystems bestehend aus 70 % 30 % in 50 mM Magnesiumchloridlésung

vor der[AuNR Zugabe und bei einer [NB-Konzentration von 40 . Kilar zu erkennen sind die

héheren im Bereich der Zwischenschichten. Zudem ist die héhere Rauigkeit durch die
Anwesenheit der[AuNP. Bei héheren Werten fiir = auch der etwas gréBere Bilagenabstand mit
NP durch den auftretenden Versatz der Profile zueinander ersichtlich. Die héhere Rauigkeit
macht sich besonders dadurch bemerkbar, dass die Zunahme der KopfgruppeniSLD durch die
héhere Rauigkeit verschleiert wird.

dass durch die Verringerung der [AuNP+Konzentration von 40 £ auf 20 X die an-
gepasste Auflésung, mit der das Oligolipidbilagensystem charakterisiert werden kann,
deutlich besser wird. Dies deutet eine Reversibilitat fiir Systeme mit einem [Chol-Gehalt
von 30 % an, wobei fur eine verlasslichere Aussage deutlich mehr Messungen hinsicht-
lich dieser Fragestellung durchgeflhrt werden massten.

Die resultierenden [SLD}HProfile fir 50 mM Magnesiumchloridiésung, 10 2 sowie
40 X [AuNP]sind in Abbildung dargestellt.
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Tabelle 8.15. Parameter der[XBRlI-Anpassungen von Oligolipidbilagensystemen bestehend aus
70 %[DMPCI 30 %[Cholin 50 mM Kalziumchloridlésung bei 20,0 °C vor und nach den Zugaben

von [AuNPL
Parameter ohne[AuNPl | 10 X [AuNPl | 20 22 [AuNPI | 40 9 [AuNP
2L o] 12 19 28 43
3 [A] 53+0,7 54 +0,3 6,3+0,3 11,7 +0,9
N 10 10 10 10
dy1 [A] 19+ 3 24 +3 27+ 5 20+ 10
dy» [A] 58,4+0,9 |639+11 |646+20 |74%5
dys [A] 138 + 8 142 + 13 200 + 80 200 + 200
dya [A] 56 + 14 56 + 14 56 + 14 56 + 14
PEy keopy [108 AZ] | 11,05+ 0,16 | 11,60 0,30 | 11,60 + 0,30 | 12,08 + 0,66
psi wewe [108 A2] 1 9,0 9,0 9,0 9,0
psr v [108 A2] | 9,48 9,48 9,48 9,48
psr wi_sa [108 A2] [ 10,11 £0,08 | 10,42 + 0,11 | 10,42 + 0,11 | 10,42 + 0,90
dyn, [A] 1153+0,9 [120,8+1,1 |121,1+1,9 |131+5
dyges [A] 1.135+11 [1.183+15 |[1.250+ 100 | 1.300 + 200
2 1,17 0,92 0,39 1,65
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Abbildung 8.20. Aus den Anpassungen in Abbildung|8.18 erhaltenes[SLD-Profil eines Oligo-
lipidbilagensystems bestehend aus 70 % 30 % in 50 mM Kalziumchloridlésung
vor der [AuNP, Zugabe, bei einer INP-Konzentration von 10 ¥4 und 40 £9. Die Verédnderung
des [SLD-Profils durch die Zugabe der geringen [NP-Konzentration ist sowohl im Bereich der
Zwischenschichten als auch in den Kopfgruppen klar erkennbar, da die Rauigkeit bei der An-
passung gleich blieb. Ein villig neues Bild liefert das erhaltene [SLD-Profil fiir die hohe [AuNP-
Konzentration. Bereits beim Ubergang zwischen Lésungsmittel, der in Kapitel eingefihr-
ten Schicht 4 und der duf3ersten Kopfgruppe ist erkennbar, dass durch die enorm hohe Rauig-
keit die[SLD stark verschmiert. Die Rauigkeit ist im Vergleich zu den Dicken der Komponenten

so groB, dass die angepassten im[SLD-Profil lediglich fiir psy, w14 erreicht werden und
abgelesen werden kénnen.

Um von der [SLDFZunahme in den Tabellen und auf das Volumenverhalt-
nis von [AuNP| zum L&sungsmittel % zu schlie3en, werden die in Tabelle ge-
listeten und Gleichung verwendet. Dabei wird davon ausgegangen, dass
die [SLDFAnderungen ausschlieBlich auf die Einlagerung von [AuNPI zuriickzufiihren ist
und die Anzahl an lonen im Bereich der Zwischenschichten ndherungsweise konstant
bleibt. Um Gleichung zu erhalten, wurde ausgehend von dem allgemeinen An-
satz in Gleichung angenommen, dass V,.; ~ Vi, sodass sich Gleichung
ergibt. Dementsprechend resultiert aus der Umstellung von Gleichung nach dem
gesuchten Volumenverhéltnis unmittelbar Gleichung mit dem zugehdrigen Fehler

in Gleichung [B.8]

PSL ges = Vges = pst v - Vim + pst au - Vaune (8.5)
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Vim - (PSL ges — PSL LM) = VaunP * PSL Au (8-6)
VAuNP _ PSL ges — PSL LM (8 7)
Vim PSL Au .

Das Verhaltnis Y4:22 kann somit bestimmt werden und ist in den Gleichungen|[8.8|und
LM
8.9 dargestellt.

1 1

Vaunp , e Hg _
. (Magnesmmchlorldlosung, 10/40 HM) = 1130 + 1550 (8.8)
Vaunp . - Hg B 1 1

- (Kalzmmchlorldlosung, 10/20/40 HVATJ_NE]) - & % o (8.9)

Der Volumenanteil des Lésungsmittels ist somit in den Zwischenschichten um den Fak-
tor 410 bis 1.430 groBer als der Volumenanteil der AuNPL Die angepasste [SLD|f(r den
Kettengruppenbereich lauft in sechs von sieben Fallen in die untere Grenze, wobei im
Ubrigen Fall die angepasste mit (8,93 £ 0,13) - 10°® A2 nur minimal oberhalb der
unteren Grenze von 8,91 - 10 A2 liegt. Dementsprechend wird davon ausgegangen,
dass sich die hydrophilen[AuNPI nicht im Kettenbereich der Oligolipidbilagen einlagern.
Um die Anzahl an angepassten Parametern zu reduzieren, wird bei den finalen An-
passungen fiir die Ketten{SLDI 9,0 - 10° A2 verwendet. Auf diese Weise wurden die
in Tabelle gelisteten Parameter erhalten. Dabei war bei den angepassten [SLD]
der Kopfgruppen eine Zunahme zu beobachten. Da die modellierten sehr viel na-
her an den der Kopfgruppen als an denen von den [AuNP)| liegen, wird fiir diese
grobe Abschatzung analog zur Bestimmung der Volumenanteile des Losungsmittels
vorgegangen. Die Verhaltnisse % sind den Gleichungen-zu entnehmen.

Vaunp . - ug 1 1
Ve (Magnesmmchlorldlosung, 10/40 -~ ME]) = 510 % 10 (8.10)
VAuNP . © gy ug N 1 1
Ve <KaI2|umchIorldIosung, 10/20 L MD = 530 % 330 (8.11)
Vaunp . - Hg b1
o (Kalziumehloridiasung, 40 = AUNP) — ot o (8.12)

Wie aus den Gleichungen [8.10} [8.11| und 8.12] hervorgeht, ist geman der Anpassun-
gen der Volumenanteil fur [AuNP] im Kopfgruppenbereich in 50 mM Magnesiumchlo-
ridlésung in einem ahnlichen Bereich, wie es in 50 mM Kalziumchloridlésung der Fall
ist. Die Abweichungen sind nicht statistisch signifikant. Etwaige Abweichungen kénn-
ten beispielsweise darauf zurlickzuflhren sein, dass die Kalziumionen starker an die
Kopfgruppen binden als Magnesiumionent®41158l ynd die [AuNP] ein Stiick weit mit den
bivalenten lonen um die Bindungsstellen konkurrieren.

Geman der Gleichungen [8.10] und ist der Volumenanteil der Kopfgruppen
im Kopfgruppenbereich um den Faktor 120 bis 230 gréBer als der Volumenanteil der
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[AuNP. Bei einer Massenkonzentration von 10 4 =10 “ggﬁﬂ liegt ein Massenverhaltnis
von 1:10° vor. Aufgrund der deutlich hdheren Dichte von Gold ist das Volumenverhalt-
nis in der Lésung noch geringer, sodass gemafn der Messung sowohl im Kopfgrup-
penbereich als auch in den Zwischenschichten die [AuNP] in einem deutlich héheren
Verhaltnis vorliegen, als das in der Lésung der Fall ist.

Mit den erhaltenen Ergebnissen lassen sich die Gré3en der[AuNPlabschatzen, welche
in die Membranen eingelagert werden. Die zugrundeliegende Idee wird im Folgenden
skizziert. Eingelagerte grof3e [AuNPI ragen mit einem groBBen Teil ihres Volumens aus
dem Kopfgruppenbereich in die Lésung und bedingen daher eine relativ starke Zu-
nahme der[SLDIim Zwischenschichtbereich. Kleine [AuNP, deren Durchmesser nur ge-
ringfligig groBer sind als der Kopfgruppenbereich, ragen hingegen mit einem geringen
Teil ihres Volumens in den Zwischenschichtbereich, sodass dort durch die Einlagerung
die nur geringfligig zunimmt. Aufgrund dieser gréBenabhéngigen Anderung der
im Zwischenschichtbereich kann anhand der in den Gleichungen - er-
haltenen Volumenverhaltnisse auf die durchschnittliche GréBe der eingelagerten [NP]
geschlossen werden. Hierbei stellt sich die Frage, ob beispielsweise selektiv bei der
Einlagerung eine gewisse Gro3e der[AuNPlbevorzugt wird. Zudem fungiert das Ergeb-
nis als Uberpriifung der Vorgehensweise, da dadurch Gberpriift werden kann, ob die
Ergebnisse in einem physikalisch sinnvollen Bereich liegen.

Es wird angenommen, dass die [AuNPI rund sind und mit der Hohe h aus dem Kopf-
gruppenbereich heraus in die Zwischenschicht iberragen, wie es in Abbildung [8.21]
dargestellt ist.

lhr Gesamtvolumen V., a.,np ist Gleichung zu entnehmen, wahrend das Volu-
men des in die Zwischenschicht hervorstehenden Kugelsegments V}, 4.np in Glei-
chung dargestellt ist. 160! S- 108 ft]

Das Verhaltnis VA#ZP ist in Gleichung beschrieben. In den Gleichungen
B8.14] und [8.15] entspricht & dem Durchmesser der [AuNP| abzlglich der solvatisierten
Kopfgruppendicke d;, » dem Radius des [AuNP, Ny der Anzahl an Kopfgruppen pro
eingelagertem [AuNP| und Ay der Querschnittsflache einer Kopfgruppe. Dabei wird
angenommen, dass ein Teil der Kugel im Bereich der Kopfgruppen lokalisiert ist, wo-
hingegen sich das Uberstehende Kugelsegment im Bereich der Zwischenschicht befin-
det. Das Kopfgruppenvolumen Vi entspricht dem Volumen im Kopfgruppenbereich,
in welchen im Mittel der in Abbildung [8.21] skizzierte Teil eines [AuNP] eingelagert wird.
Es stimmt mit dem Produkt von d;, Axc, Nk und (1 + %) Uberein, da durch die
Einlagerung des [AuNPk das Gesamtvolumen der Kopfgruppe Vi um das Teilvolu-
men des [AuNPs erhéht wird. Das Verhéltnis % ist in Gleichung beschrieben.
Dabei kommt der Faktor % dadurch zustande, dass die Zwischenschicht zwischen zwei
Kopfgruppenbereichen liegt und von beiden Seiten angelagerte [AuNPlin die Zwischen-
schicht ragen. Die Grundflache entspricht somit der Hélfte der Flache, wie sie in der
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Abbildung 8.21. Das dberarbeitete System unterscheidet sich von dem in Abbildung[8.14 dar-
gestellten Modellsystem lediglich durch die Anwesenheit von[AuNP, die um die Strecke h aus
dem Kopfgruppenbereich in die Zwischenschichten ragen.

Uberlegung fiir die Kopfgruppe in Gleichung bestimmt wurde.

cmr? (8.13)

‘/ges AuNP —

Viawnp = = -7 - h*- (3 -1 —h) (8.14)

W= W &~

Wird Gleichung durch Gleichung geteilt, resultiert Gleichung [8.17, Dabei
wird Va,np nicht gekirzt, da somit die Verhaltnisse in den Gleichungen [8.8] bis
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verwendet werden kdnnen.

Vaunp seomr® — 5wk (3.1 —h)

= 2 (8.15)
Vi drxc + Nke - Akg - (1 + —V{‘};‘{JZP>
Vaunp g m kB —h) (8.16)
Vi s - Nig - Axa - b (1 + B)
V?L
Y 4 (Smr = An R B r = b)) dwae Neo- Aw- (14 )
Hgune Ak Nig Axg (1 + B2) - Lrh? o (30 = h)

(8.17)

Nach der Umformung von Gleichung zu Gleichung wird abschlieBBend die
Relation h = 2r — dgg verwendet, wodurch sich Gleichung ergibt.

%—N;:%-dwg-(%wr3—§ﬂh2-(3-r—h)) (8.18)
% %Wh3'<3'7”—h)
o dwar (407 = (2 — dre)’ - (0 + die) | R (8.19)
2 dige (2r — dge)® - (r + dge) Yaunp

Die Gleichung wurde mit den zugehdrigen Parametern aus den Tabellen [8.14
und sowie den Gleichungen bis fir das jeweilige System mittels Wolf-
ram|Alpha numerisch gel6st.[®! Die Ergebnisse sind in den Gleichungen bis
dargestellt.

r (50 mM Magnesiumchloridlésung, 10 r‘:]—?_ M]) = QA (8.20)
r (50 mM Magnesiumchlorididsung, 40 ri_?_ MD = 9A (8.21)

(50 mM Kalziumehloridiésung, 10 r‘;—‘im) _13+6 A (822

(50 mM Kalziumehloridiésung, 20 r‘;—?_m) —(13+6) A (823
(50 mM Kalziumehloridiésung, 40 r‘;—%m) _ (11 +5 A (824

Der Fehler fur die in den Gleichungen bis angegebenen Werte wird derge-
stalt abgeschétzt, dass fir den Quotienten Yiuie /Yauxe der relative Fehler bestimmt
wird. Bei der Bestimmung von r (AuNPJ) werden neben den Werten aus den Gleichun-
gen bis auch Werte eingesetzt, die um den relativ bestimmten Fehler gréBer
und kleiner sind. Der Mittelwert beider Abweichungen zum Ergebnis wurde dabei als
Fehler genahert. Fiir Abweichungen zu gréBeren Werten des Quotienten Yuie /e

Vim

resultieren vergleichsweise geringe Abweichungen. Fir kleine Werte des Quotien-
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ten %/% strebt der Radius der [NP| gegen sehr groBe Werte.

Der erhaltene Fehler fir das System in Magnesiumchloridlésung ist allerdings so grof3,
dass aufgrund des relativen Fehlers fir den Quotienten von tiber 100 % fir den um eine
Standardabweichung kleineren Wert ein negativer Quotient resultiert. Das ist physika-
lisch nicht sinnvoll, da Yz Yauxe e Ry Dementsprechend werden fir die Radien
der[AuNP keine Losungen mit r (BuNP)) € R; erhalten.

Da die Zunahme der Zwischenschicht{SLDI bei [AuNP}Zugabe in 50 mM Magnesium-
chloridlésung vergleichsweise schwach ist, resultiert flir dieses System entsprechend
eine kleinere bestimmte [AuNPIGréi3e, als das bei den Resultaten in Kalziumchloridlé-
sung der Fall ist. Durch die geringere bestimmte GréBe sind die [AuNP] anteilig starker
im Kopfgruppenbereich lokalisiert, sodass durch die Einlagerung mit diesem Modell
eine starkere Anderung im Kopfgruppenbereich resultiert, als das fiir die Zwischen-
schicht der Fall ist. Die Ergebnisse in den Gleichungen bis [8.24] sprechen fir die
Einlagerung von [AuNPlim Kopfgruppenbereich, deren Durchmesser 8 A bis 13 A be-
tragt.

Bei dem Ergebnis ist zu beachten, dass im Gegensatz zu den[DLSMessungen an die-
ser Stelle nicht der hydrodynamische Radius, sondern lediglich die GroBe des [AuNPks
ohne Liganden und ohne Hydrathille bestimmt wird. Dieser wird daher zwangslaufig
systematisch geringer sein als die erhaltene GroBe bei den [DLSFMessungen. Zudem
wurde bei der Charakterisierung der [AuNPI 1 in Tabelle eine GrdBenverteilung
erhalten, sodass es moglich ist, dass selektiv eher die etwas kleineren [AuNPlim Kopf-
gruppenbereich eingelagert werden.

Um Vergleichswerte fir die prasentierten Werte in 50 mM Magnesiumchlorid- und
50 mM Kalziumchloridldsung zu generieren, wurden mit denselben Messdaten zu-
dem Anpassungen durchgeflhrt, bei denen vor der[AuNPlZugabe die Variationsbreite
der angepassten eingeschrankt wurde. Folglich lagen die erhaltenen der
Zwischenschichten naher an der von Wasser. Die Resultate sind im Anhang in
Kapitel [F.5|den Tabellen [F-3|bis [F.5, den Abbildungen [F.8|und [F.9] sowie den Gleichun-
gen [F1] bis [F5 zu entnehmen. Durch diese Vorgehensweise resultiert bei der Zugabe
von[AuNP]ein groBerer[SLDISprung fiir die Zwischenschichten. Folglich wird der ermit-
telte NPFAnteil in den Zwischenschichten gréBer, sodass auch die ermittelten [AuNPH
GrdéBen entsprechend gréBer werden. Doch auch diese Werte sind nicht viel gréBer
und liegen im Bereich von 12 A bis 16 A.

8.3.5 Interaktion mit groBen

Mithilfe von [NB-Messungen wurde die Beeinflussung von DMPC}Oligolipidbilagensys-
temen durch 500 A groBe [BUNP| bislang ohne die Verwendung von Salzen untersucht.
Das soll an dieser Stelle nachgeholt werden. Hierbei stellt sich die Frage, wie sich Sys-
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teme mit 30 % bei einer Exposition mit groBen [AuNP| verhalten. Die Messdaten
mit den zugehérigen Anpassungen in Salzlésungen fir die Interaktion zwischen den
70 % 30 % [Chol-Systemen mit 500 A groBen [AuNP] sind in Abbildung
dargestellt. Die zugehdrigen Parameter sind fir die Magnesiumchloridldsung in Tabel-
le[8.16]und fiir die Kalziumchloridldsung in Tabelle [8.17] visualisiert.

In Tabelle [B.16] wurden %, d4, psr kops UNd psr wi—s gekoppelt, da diese bei den
Anpassungen sehr nahe beieinander lagen und die Messdaten bei den Zugaben von
[AuNP lediglich eine starkere Abschirmung suggerieren. Durch die Kopplung dieser
Parameter und der daraus resultierenden Minimierung der verwendeten Parameter,
wurden vergleichsweise geringe Fehler erhalten.

103 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1

e 50 mM MgCl, Anpassung
e 50 mM MgCl, + 10 pg/mL AuNP Anpassung
50 mM MgCl, + 40 pg/mL AuNP Anpassung
107 ge e 50 mM CaCl, Anpassung
10 ‘ 50 mM CaCl, + 10 pg/mL AuNP Anpassung
1072 Deecesce +2 50 mM CacCl, + 40 pyg/mL AuNP Anpassung
10°3 A
10"
10°
10°®
107
10°®
10°°
10-10
10-11
10-12
10-13
10 |
1071 g -

1071 S
I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T
0 0,05 0.1 0,15 0,2

QA"
Abbildung 8.22. Dargestellt sind die [XBR-Daten zweier Oligolipidbilagensysteme bestehend

aus 70 %[DMPQ 30 % in 50 mM Magnesiumchloridiésung und 50 mM Kalziumchloridld-
sung, denen anschlieBend|AuNP der GréBe 50 A zugegeben wurden.

107
10"
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Tabelle 8.16. Parameter der[XBRlI-Anpassungen von Oligolipidbilagensystemen bestehend aus
70 % 30 % in 50 mM Magnesiumchloridlésung bei 20,0 °C vor und nach der
Zugabe groBer [AuNP!

Parameter ohne[AuNPl | 10 X4 [AuNP] | 40 &2

2L o] 7 7 7

> [A] 42 +0,7 50+0,7 50+0,7
ipss [10€ A2 0 0 0

N 10 10 10

dw1 [A] 26+ 2 23+2 23+2

dy [A] 471+04 |46,0+05 |450+0,5
dys [A] 121+ 4 122+ 4 123+ 4
dya [A] 19+7 19+7 19+7

psi kops [108 A?] | 10,75 £0,14 | 10,75+ 0,14 | 10,75+ 0,14
psi. rcene [10° A?] | 9,0 9,0 9,0

pst v [108 A2l | 9,47 9,47 9,47

pst wi-4 [108 A2] | 9,90 £0,05 | 9,90 +0,05 | 9,90 +0,05
dywn [A] 104,0+0,4 [102,9+0,5 |102,0+0,5
dges [A] 1150 +5 1.139+6 1.132+6
2 1,42 1,04 0,84

Tabelle 8.17. [XBRlParameter der Anpassungen eines Oligolipidbilagensystems bestehend
aus 70 % IDMPCI 30 % [Choll in 50 mM Kalziumchloridlésung bei 20,0 °C vor und nach der
Zugabe groBer [AuNPL
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Parameter ohne[AuNP| | 10 B} 40 &4

S %] 8 8 8

3 [A] 7,1+0,5 7,1+0,5 7,1+0,5
ipss [10€ A2 0 0 0

N 12 12 12

dy1 [A] 11+£3 10+3 11+£3

dys [A] 56,2+0,6 |554+06 |549+06
dys [A] 137 +5 92+5 88+ 4

dya [A] 56 + 14 56 + 14 56 + 14

psi xops [108 A?] | 10,844 0,16 | 10,84 £ 0,16 | 10,84 + 0,16
psi. ene [10° A?] 9,0 9,0 9,0

pst v [108 A2l | 9,48 9,48 9,48

psr wia [108 A2] | 10,12+ 0,08 | 10,12+ 0,08 | 10,12 + 0,08
dyr, [A] 113,106 |112,3+0,6 |111,8+0,6
dyes [A] 1.337+8 1.284 + 8 1276 + 7

Y2 1,06 0,89 1,77




8. Auswirkungen von Salzlésungen

Bei den Anpassungen in Kalziumchloridlésung wurden dieselben Parameter gekoppelt
wie bei den Anpassungen in Magnesiumchlorid. Vor den Kopplungen wurde verifiziert,
dass die jeweiligen Parameter der drei Systeme gegen sehr ahnliche Werte streben.
Die Anpassung flr das System mit der hohen [AuNPIKonzentration besitzt den hdchs-
ten y2-Wert, da flir diese Messung die Diskrepanz zwischen Messwerten und Anpas-
sung im Bereich der Abbruchkante am hdchsten ist und dieser Bereich nicht durch die
Variation der Parameter entscheidend beeinflusst werden kann. Der Trend aller Para-
meter folgt auch fir die hdchste [NP-Konzentration - trotz der von den Messdaten am
meisten abweichenden Anpassung der Abbruchkante - den Entwicklungen, die auch
bei der ersten [AuNPFZugabe zu erkennen sind. Da die Ausrichtung des Detektors fiir
alle sechs Messungen gleich war, ist naheliegend, dass fir die Abweichung im Be-
reich der Abbruchkante die Justage der Probe ausschlaggebend war, da diese fir jede
Messung neu durchgefiihrt wurde. Die x2-Werte aller Anpassungen verbesserten sich
im 1072-Bereich durch die Einfihrung der Zwischenschicht 4, obwohl die Dicken dieser
Schicht far die jeweiligen drei Messungen in einer Salzlésung untereinander gekoppelt
wurden.

Wie den Tabellen und entnommen werden kann, fihrt die Zugabe grofBer
[AuNPlin erster Linie zu einer Erhéhung der lonenstarke. Diese wird nicht nur durch die
[AuNP, sondern auch durch die entsprechenden Gegenionen bedingt. Diese Erh6hung
der lonenstarke schlagt sich in einer, durch die gréBere Abschirmung bedingten, Ver-
ringerung der Bilagenabstédnde zueinander nieder. Dieses Resultat deckt sich mit den
in den Gleichungen bis abgeleiteten Radien der eingelagerten [NP], welche
um mehr als eine GréBenordnung geringer sind als die hier verwendeten [AuNP] der
GrdBe 500 A. Die kleinen [BuNPI werden in die Membranen eingelagert und fiihren zu
einem Quellen der Bilagen. Bei der Verwendung groBer [AuNPI resultiert hingegen eine
Zerstérung von Oligolipidbilagensystemen aus reinem DMPC|, wohingegen Systeme
mit 30 % bei gleich bleibender Bilagenanzahl die Bilagenabstande etwas verrin-
gern - aufgrund der erhéhten vorherrschenden lonenstéarke.

Neben den biologisch relevanten Magnesium- und Kalziumionen sind zudem beson-
ders Natrium- und Kaliumionen sowie die Verwendung eines pH-Wertes, wie er auch
im Blut vorliegt, von Interesse. Diese Gesichtspunkte werden durch das Arbeiten in
[PBSIL6sung untersucht. Die Konzentration liegt dabei fir Natriumionen und Chloridio-
nen bei etwa 150 mM und fir Kaliumionen bei circa 5 mM.[5 S 1811115511154 S. 976] fjg
lonenstarke ist somit vergleichbar mit 50 mM Magnesiumchlorid- bzw. 50 mM Kalzi-
umchloridldsung. ®7 S- 204 1]

Die XRR+Daten eines 70 % 30 % [Chol-Oligolipidbilagensystems in ist im
Anhang in Abbildung [F.10| dargestellt. Dabei sind die Positionen der Bragg-Peaks in
[PBS|sehr ahnlich zur Lage der Bragg-Peaks in Wasser, wie ein Vergleich mit beispiels-
weise Abbildung [8.15] zeigt. Die gleichbleibende Position der Bragg-Peaks zeigt, dass
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die Einlagerung von vorrangig Natriumionent™! in die Membranen deutlich schwacher

ist, als das bei den Systemen in Kalziumchlorid- und Magnesiumchloridlésung der Fall

war. Dies wurde geman Kapitel[8.1|erwartet. Da in Kalziumchlorid-, Magnesiumchlorid-

und[PBS}L6sung Chloridanionen vorliegen, sind die unterschiedlichen Quellungen zwei-
felsfrei auf die Kationen zurtickzuflihren - wie auch anhand anderer Ergebnisse in Ka-

pitel beschrieben. Somit bleibt festzuhalten, dass die Anwesenheit von Natrium-,

Kalium-, Phosphationent>3 in der [PBS}L6sung keine Quellung der Oligolipidbilagen-

systeme bedingt - wie sie in Magnesiumchlorid- und Kalziumchloridlésung mit einer

vergleichbaren lonenstarke zu beobachten ist.

Da sich gemaR Sturtevant die Phaseniibergangstemperatur von[DMPClin einer 200 mM
Natriumchloridlésung nicht von der in Wasser unterscheidet, % wird die getroffene

Aussage unterstrichen, derzufolge die Chloridionen keinen entscheidenden Einfluss

spielen kénnen und die Natriumionen deutlich schwacher mit den Lipiden wechselwir-

ken, als das mit den Magnesium- und Kalziumionen der Fall ist. Es Gberrascht daher

nicht, dass die Bilagenabsténde sich in etwa mit denen in Wasser decken.

8.4 Zusammenfassung

Im Folgenden werden die Resultate flr die Systeme in Salzlésungen zusammenfas-
send dargestellt. Dabei wird zusammengetragen, welche Verédnderungen fur die Mo-
dellsysteme durch die Zugabe von Salzen und [NP| resultieren. Hierfiir werden die Er-
gebnisse in den Unterkapiteln [8.4.1] sowie [8.4.2 vor und nach der [AuNPl-Zugabe resu-
miert und diskutiert.

8.4.1 Oligolipidbilagen in Salzlésung vor der [AuNP-Zugabe

Zusammenfassend sind in Tabelle die lamellaren Schichtdicken fir unterschied-
liche [CholFAnteile in den Filmen und Magnesiumchloridkonzentrationen in der Lésung
dargestellt. Diese Werte sind in den Abbildungen [8.23|und [8.24] visualisiert.

Far wurde die Dicke der Wiederholeinheit mittels NB-Messungen bestimmt -
mit Ausnahme der Messung bei 100 mM Magnesiumchloridldsung, bei der auf XBR|
zurlckgegriffen wurde. Die Messungen mit 20 % und 50 % erfolgten via NBF
Messungen. Die Wiederholeinheitendicken bei 3 mM, 12,5 mM, 35 mM, 70 mM und
100 mM wurden mit NBFMessungen bestimmt, wahrend bei 0 mM und 50 mM der
Mittelwert aus diversenNB-Messungen und [XBRFMessungen gebildet wurde. Zur Ein-
ordnung ist die lamellare Schichtdicke zweier Oligolipidbilagensysteme bestehend aus
70 % [DMPC] 30 % [Chol in 50 mM Kalziumchloridiésung, ebenfalls in der Tabelle
und Abbildung aufgefihrt.
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Tabelle 8.18. Erhaltene Wiederholeinheitendicken flr diverse [CholrAnteile in [DMPC
Oligolipidbilagensystemen und Magnesiumchloridkonzentrationen in der Lésung.

CMgCls CholFAnteil [o/o]
[mM] 0 20 30 50
(64,68 +0,13) A | (68,0+0,9) A (63,5+0,7)A | (60,98 +0,17) A

(75,9 £0,2) A - - (61,10 £ 0,08) A

o

o o

- (64,46 + 0,00) A

(60,71 £0,07) A

o

(271,4+0,6) A

o

(66,19 + 0,02) A

0
1
2 (775+0,2) A - -
3
6

o

o

o

12,5 - (67,2+0,1) A | (64,88 £0,00) A | (60,62 %0,04) A
(182,3+0,3) A
17 | (184,2+0,9) A - -
25 - (131,6 £2,9) A -
35 - - (102,15 +0,01) A
50 | (136,8+0,9)A | (109,8+3,1)A | (103,2+1,6)A | (61,04 +0,08) A
70 - (85,45 + 0,00) A
100 | (91,3£0,9) A - (71,40 £ 0,00) A | (62,05 + 0,07) A
v v v 0y | R R R S R | R R R R R v v v vy v v v vy |
—e— 100 % DMPC
] 100 % DMPC XRR I
250 —— 80 % DMPC 20 % Cholesterol -
1 70 % DMPC 30 % Cholesterol -
< = 70 % DMPC 30 % Cholesterol Kalziumchlorid XRR [
= i 50 % DMPC 50 % Cholesterol i
£ 200 - -
§ ] I
e} ---
£
[0}
ks 150 _ [
= ] I
)
¥4
.9 \*
@) ] - I
100 -
i\k—ﬁ—
50 — rrrrrrrre e rrrrr e rrrrr e |
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Magnesiumchloridkonzentration [mMM]

Abbildung 8.23. Mittels [NB-Messungen und[XBR-Messungen ermittelte lamellare Schichtdli-
cken in Abhédngigkeit von dem|[Chol-Gehalt und der Magnesiumchloridkonzentration.
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Abbildung 8.24. 2D-Darstellung der Ergebnisse der Wiederholeinheitendicke in Abhangigkeit

von dem [Chol-Gehalt und der Magnesiumchloridkonzentration erhalten durch[NR- und [ XBR-
Messungen.

Bevor der Verlauf der Messpunkte in den Abbildungen [8.23] und [8.24] im Mittelpunkt
steht, wird zunachst auf drei spezielle Messpunkte eingegangen, die in den Abbildun-
gen dargestellt sind.

Das Oligolipidbilagensystem mit einem [Chol-Anteil von 20 % liegt bei einer Magnesi-
umchloridkonzentration von 12,5 mM teils in stark gequollener und teils in ungequol-
lener Form vor. Somit gibt es fUr diese Konzentration zwei Messpunkte und im dar-
gestellten Punkt-Linien-Diagramm in Abbildung [8.23] dementsprechend eine vertikale
Verbindung beider Messpunkte.

Bei der Messung der lamellaren Schichtdicke eines Oligolipidbilagensystems beste-
hend aus 70 %DMPCI|30 %[Chalin Abhangigkeit von der Magnesiumchloridkonzentra-
tion wurden bei 35 mM und 50 mM die Bilagenabstande ermittelt. Dabei lag bei 35 mM
der Wert fir die Dicke der Wiederholeinheit um (5,27 + 0,01) A héher, als das bei der
Einzelmessung bei einer Magnesiumchloridkonzentration von 50 mM der Fall war. Da
jedoch im Laufe der Arbeit sieben Ergebnisse fir die lamellare Schichtdicke des ent-
sprechenden Systems in 50 mM Magnesiumchloridlésung ermittelt wurden, resultiert
eine gemittelte lamellare Schichtdicke bei 50 mM, welche den einmalig gemessenen
Wert bei 35 mM Ubersteigt. Da beim gleichen System die maximale Dicke der Wie-
derholeinheit bei 35 mM vorlag, ist davon auszugehen, dass bei 35 mM ein gréBerer
Quellfaktor erhalten wird, dieses System jedoch vergleichsweise schwach gequollen
ist. Eine mégliche Erklarung fur die sich unterscheidenden Werte kénnte beispielswei-
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se ein leicht veranderter[CholtGehalt in der Membran oder unterschiedliche Wasseran-
teile des abgewogenen Magnesiumchlorids sein.

Nach diesen Kommentaren wird im Folgenden auf den Verlauf der Messdaten in den
Abbildungen [8.23| und [8.24] eingegangen. Bei gleichbleibender Magnesiumchloridkon-
zentration und einem zunehmenden[Chol-Gehalt, nimmt bei gequollenen Systemen die
Dicke der Wiederholeinheit ab. Diese Ergebnisse erganzen in doppelter Hinsicht die Er-
gebnisse von Magarkar et al. Sie untersuchten die Bindungsaffinitat von Natriumionen
an zwitterionische Membranen in Abhangigkeit von dem [Chol-Gehalt. Demnach sinkt
in Anwesenheit von [Choll die Affinitat von Lipiden, Natriumionen in die Membran ein-
zulagern. Zum einen besitzt das [Chal-Molekiils eine geringere Affinitat, Natriumionen
zu binden als Lipide mit einer [PClKopfgruppe und zum anderen senkt die Anwesen-
heit von [CholFMolekilen die Anzahl an mdglichen Bindungsstellen benachbarter [PCH
Kopfgruppen.t23 Die Einlagerung von senkt demnach die Einlagerungsaffinitat
von lonen in den Kopfgruppenbereich. Kohli et al. berichten von einer Abnahme der
Einlagerungsaffinitat flir Kalziumionen durch [Chol. 48l In dieser Arbeit hingegen wer-
den die Ergebnisse der Literatur fir Natrium- und Kalziumionen um Magnesiumionen
erweitert.

Die Bilagenabstande steigen weiter, wenn anstelle von Magnesiumchlorid auf Kalzi-
umchlorid zurlckgegriffen wird, wie am Messwert fir 30 % und 50 mM Salzlé-
sung in Abbildung [8.23abgelesen werden kann. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit
den Quellexperimenten von nicht-substratgebundenen DPPC}Systement2Zl und der
Assoziierungskonstante bei 26,0 °C fur Kalziumionen und Magnesiumionen an eine
[DMPCl-Bilage.!">1 Dementsprechend ist auch das ¢-Potential von DMPC}Vesikeln in
Kalziumchloridlésungen betragsmaBig hoher als in Magnesiumchloridiésungen. 156l
Wird anstelle von einer Kalziumchloridlésung auf zurlckgegriffen, so ergaben
die Positionen der Bragg-Peaks bei [XRR-Messungen, dass die Bilagenabstande in
etwa den Abstanden in Wasser entsprechen. Dieses Ergebnis I&sst sich mithilfe von
(-Potentialmessungen erklaren. Laut Makino et al. nimmt das ¢-Potential von
Vesikeln in Abh&ngigkeit von der lonenstérke einer PBSFLosung leicht zu.!1%4 Das er-
mittelte ¢-Potential in Magnesiumchlorid- und Kalziumchloridldsungen entsprechender
lonenstérken sind jedoch deutlich starker positiv. °6111€2l Es ware somit denkbar, dass
durch die ansteigende lonenstarke in der Lésung die elektrostatische Repulsion der
Bilagen zueinander in einem &hnlichen Maf3e abgeschwacht wird, wie sie durch die
Einlagerung von beispielsweise Natriumionen in den Kopfgruppenbereich zunimmt.
Zudem ist in den Abbildungen und zu sehen, dass bei einem [Chol-Anteil
von 50 % in einer Magnesiumchloridlésung im Bereich von 0 - 100 mM keine Quel-
lung erhalten wird. Wahrend die Dicke der Wiederholeinheit fir Filme bestehend aus
100 % bis zu einer Magnesiumchloridkonzentration von 6 mM zunimmt, fallt
sie danach durch eine weitere Zugabe von Magnesiumchlorid wieder ab. Die deutlich
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héheren Bilagenabstande bei einer Magnesiumchloridkonzentration von 6 mM im Ver-
gleich zu 17 mM lassen sich dadurch erklaren, dass bei einer Konzentration von 6 mM
bereits ein Grofteil der Bindungsstellen innerhalb der Membran mit bivalenten lonen
besetzt ist, wobei die lonenstarke innerhalb der Losung noch vergleichsweise schwach
ist, sodass die Bilagen sich stark voneinander abstof3en.

Eine Erh6hung der Magnesiumchloridkonzentration auf 17 mM und mehr flhrt dazu,
dass die Anzahl an eingelagerten lonen nur noch vergleichsweise schwach zunimmt,
wobei gleichzeitig die lonenstarke und somit die Abschirmung der Bilagen zueinander
zunimmt. Folglich reduziert sich der Abstand der Bilagen. Durch die Prasenz von
in den Bilagen und der damit verbundenen geringeren Affinitat der Kopfgruppen, lonen
einzulagern, besetzen diese erst bei deutlich hbheren Konzentrationen die Bindungs-
stellen, sodass die Quellung erst bei deutlich héheren Magnesiumchloridkonzentratio-
nen einsetzt. Diese tritt nicht nur erst bei héheren Konzentrationen auf, sondern fallt
zudem auch schwécher aus. Mit dieser Arbeit kann die Publikation von Magarkar et
al.'23 in doppelter Hinsicht dergestalt erganzt werden, dass sich durch die Einlagerung
von in die Systeme nicht nur die Bilagenabstande bei derselben Magnesiumchlo-
ridkonzentration reduzieren, sondern auch, dass die maximalen Bilagenabstande flr
ein System mit einem héheren [CholtGehalt erst fir hdhere Magnesiumchloridkonzen-
trationen erreicht werden.

Wahrend bei NRFMessungen der Kontrast zwischen den Membrankomponenten und
lonen bzw. den [NP] nur gering ist, liegt bei XBRFMessungen ein erheblich héherer
[SLDFUnterschied vor. Um die Einlagerung von lonen quantifizieren zu kénnen, wurden
daher [XBR-Messungen zurate gezogen. Bei dem verwendeten Modell wurde davon
ausgegangen, dass durch die Einlagerung von lonen die GréBe des Kettengruppen-
und Kopfgruppenbereichs nédherungsweise gleich bleibt. Bei der Anpassung der
des Kettengruppenbereichs, der Kopfgruppen und der Zwischenschicht resultierten fr
die Kopfgruppe und die Zwischenschicht damit eine Zunahme der [SLD, wohingegen
im Kettengruppenbereich kein Anstieg zu verzeichnen war.

Aus der Zunahme der [SLD]im Kopfgruppenbereich konnte auf die Anzahl an lonen pro
Kopfgruppe geschlossen werden. Diese betrug fir 50 mM Magnesiumchloridlésung
(0,86 £ 0,29) und fr 50 mM Kalziumchloridlésung (0,89 + 0,19). Wahrend flr Bilagen-
systeme bestehend aus reinem die obere Grenze fir das Verhéaltnis von einge-
lagerten lonen pro Kopfgruppe eins betragt, sollte fir Systeme mit[Chol das Verhaltnis
geringer ausfallen. Zudem sollte, aufgrund der héheren Bilagenabstande, die Anzahl
an Kalziumionen pro Kopfgruppe im Vergleich zu eingelagerten Magnesiumionen gré-
Ber ausfallen. Die ermittelte Anzahl an lonen pro Kopfgruppe ist Gberraschend grof3,
wobei die anhand der abgeleitete lonenkonzentration in den Zwischenschichten
in einem unrealistisch hohen Bereich liegt. Eine erhéhte lonenkonzentration angren-
zend an den geladenen Kopfgruppenbereich ist nicht Uberraschend, da im Bereich
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der eingelagerten bivalenten lonen im Kopfgruppenbereich eine Abschirmung durch
lonen aus der Lésung erwartet wird. Jedoch ist bei solch einer hohen gemittelten lo-
nenstarke davon auszugehen, dass der resultierende osmotische Druck keinen stabi-
len Zustand zulie3e und stattdessen die Bilagen deutlich starker auseinander driicken
und das System zerstéren wirde. Ausschlaggebend fir den erhaltenen hohen osmo-
tischen Druck ist, dass vor der NP-Zugabe die im Bereich der Kopfgruppen und
Zwischenschichten bestimmt werden musste, um etwaige Anderungen durch die [NP-
Zugabe feststellen zu kénnen. Bei den Uberlegungen wurde davon ausgegangen, dass
die [SLDFAbweichung zwischen Losungsmittel und Zwischenschicht ausschlieBlich auf
die Einlagerung von lonen zurlickzufihren sei. Es ware auch denkbar, dass das ver-
wendete Modell die Realitat nicht exakt beschreibt und dass etwaige Abweichungen
ein Stlck weit durch eine héhere im Bereich der Zwischenschichten kompensiert
werden kdnnen. Die erhaltene und abgeleitete im Zwischenschichtbereich sollte
daher nicht Uberinterpretiert werden, sondern lediglich als Grundlage fir die Quantifi-
zierung der Veranderungen des Systems durch die [AuNPIZugabe verstanden werden.
Auf dieser Grundlage sind die daraus abgeleiteten Ergebnisse nicht belastbar, wurden
zur Abschéatzung jedoch dennoch herangezogen.

8.4.2 Oligolipidbilageninteraktion in Salzlésungen mit[NP]

Die NBFMessungen zeigen, dass Oligolipidbilagensysteme mit 70 % [DMPC| 30 % [Choll
bei Exposition mit groBen [AuNP) stabil sind, Oligolipidbilagensysteme bestehend aus
reinem [DMPCl jedoch nicht.

Kleine [AuNP] kénnen hingegen in Oligolipidbilagen mit [Choll eingelagert werden. Wéah-
rend dieser Prozess bei schwach negativ geladenen Systemen im schweren Wasser
nur sehr langsam vonstatten geht, erfolgt die Einlagerung in durch Salzzugabe gequol-
lene Systeme deutlich schneller. Hinsichtlich der begrenzten Messzeit mit Neutronen
wurden daher gequollene Systeme verwendet, um die Einlagerung von auf geeig-
neten Zeitskalen zu studieren. Durch die Verwendung von schwerem Wasser kdnnen
hohe Kontraste zwischen den Bilagen und dem Lésungsmittel bei [NB-Messungen ge-
schaffen werden. Es ist jedoch nicht moglich, einen sehr hohen Kontrast zwischen
lonen bzw. [NPlund den restlichen Komponenten zu generieren, um den Anlagerungs-
ort selbiger mit[NB-Messungen zu bestimmen.

Um den Einlagerungsort der lonen und [NPlin den Oligolipidbilagensystemen feststel-
len zu kénnen, wird auf XBRB-Messungen zurlickgegriffen, da hierbei der Kontrast zwi-
schen den lonen bzw.[NPlund den Gbrigen Komponenten des Oligolipidbilagensystems
vergleichsweise sehr hoch ist. Bei der Auswertung der Daten wurde festgestellt, dass
die angepasste Ketten{SLD|in Wasser, in Salzlésung und nach der Zugabe von [AuNPI
sehr gering ist, was darauf zurlckgeflhrt wurde, dass sich weder die lonen noch die
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[NPlim Kettengruppenbereich einlagern. Bei den Messungen in Salzlésung wird hinge-
gen eine Zunahme der [SLD]im Kopfgruppenbereich sowie in den Zwischenschichten
beobachtet. Dies wird auf eine Einlagerung der lonen im Kopfgruppenbereich zurick-
gefiihrt. Bei anschlieBender[AuNPFZugabe nehmen die[SLDIder Kopfgruppen und Zwi-
schenschichten zu. Dies wird damit erklart, dass die eingelagerten [AuNP] gréBer sind
als die Kopfgruppen, sodass dort angelagerte [NP] auch in die Zwischenschicht ragen.
Aus den [SLD}FZunahmen der Zwischenschichten und der Kopfgruppen konnte mit die-
ser Annahme zudem auf die GroBBe der eingelagerten [AuNPl geschlossen werden. Da-
bei ergab sich ein Durchmesser von 16 bis 26 A. Die XBR-Anpasungen sind dabei im
Bereich der Abbruchkante nicht perfekt, was die Anpassungsgute limitiert. Dennoch
wird eine Erhéhung der im Bereich der Kopfgruppen und Zwischenschichten -
nicht aber im Kettengruppenbereich - nachgewiesen. Es wird daher davon ausgegan-
gen, dass sich die [AuNP]im Kopfgruppenbereich einlagern, wobei die [AuNP| aufgrund
ihrer Gr6Be in die Zwischenschichten hineinragen.

Neben den Ergebnissen, die mittels NR|, XRR| und [AEM abgeleitet werden, konnte
mit die Stabilitat vieler Systeme vor den [NB-Messzeiten Uberprift werden. Dabei
wurde entweder die Stabilitat zwitterionischer Membranen bei [NP-Exposition oder die
Stabilitdt von Membranen mit geladenen Lipiden gegentiber Wasser untersucht. Mithil-
fe von[QCMD}FMessungen wurde festgestellt, dass die Einlagerung von[AuNP] bei einer
Magnesiumchloridkonzentration von 50 mM deutlich starker ausféllt, als das in Wasser
der Fall ist. Dies ist auch naheliegend, da bei einer hoheren lonenstarke die positiv
funktionalisierten [NP| besser gegeneinander abgeschirmt werden und somit mehr [NP|
pro Flache angelagert werden kénnen.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden der Einfluss einiger Faktoren auf die Nanotoxizitat untersucht.
Hierfir wurde ein einfaches Modellsystem kreiert, charakterisiert und im Folgenden
die Interaktion des Systems mit [NPl untersucht. Um das System und die Umgebung,
in der die Lipid{NP}Interaktion untersucht wurde, starker an biologische Systeme an-
zunahern, wurden weitere Membranbestandteile hinzugeflgt und das wéassrige Milieu
um Salze erweitert.

Dabei wurde zunéachst von einem substratgebundenen Oligolipidbilagensystem beste-
hend aus DMPClausgegangen. Dies bietet den Vorteil, dass im wéassrigen Milieu viele
Bilagen frei beweglich mit Wasserkontakt ober- und unterhalb der Bilagen vorliegen,
sodass die Umgebung deutlich vergleichbarer mit nativen Zellen ist, als das bei ei-
ner substratgebundenen Bilage der Fall ware. Die weitere Anndherung an biologische
Systeme erfolgte durch die Erweiterung der Membran um weitere Membranlipide,, ins-
besondere durch die Einlagerung von und die Verwendung biologisch relevanter
lonenstarken. Die daflir verwendeten Modellsysteme bestanden aus mehreren Bila-
gen, deren Eigenschaften als naherungsweise gleich angenommen wurden. Die Un-
terschiede bestanden zunéachst lediglich in den Dicken der Wasserzwischenschicht-
dicken. Diese wurden bei fast allen Wasserzwischenschichten als gleich gro3 ange-
nommen, wobei die einzigen Ausnahmen die innerste und auBerste Wasserzwischen-
schichten bildeten. Dieses Modell wurde in manchen Fallen modifiziert, beispielsweise
sobald in unterschiedlichen Regionen des Films verschieden starke Quellungen auf-
traten oder wenn der Anlagerungsort von lonen und [NP| untersucht wurde.

Generell konnten viele sich komplementar erganzende Messmethoden verwendet wer-
den, um ein differenziertes Bild von diversen Modellmembransystemen in unterschied-
lichen Umgebungen zu erhalten. Diese werden im Folgenden zusammengefasst.

Die Dicke der durch Rotationsbeschichtung erhaltenen Systeme nimmt mit der Stoff-
mengenkonzentration an Lipid in der Lésung zu und mit hdherer Drehzahl ab. Bei hohe-
rer Drehzahl ist der Dickegradient des substratgebundenen Oligolipidbilagensystems
von der Substratmitte zum Substratrand geringer, als das bei niedrigen Drehzahlen der
Fall ist. Der Lochanteil ist allerdings fir DMPC}Oligolipidbilagensysteme bei geringe-
ren Drehzahlen kleiner.

Neben dem fundamentalen Bestandteil DMPC| wurden noch weitere Komponenten in
die Systeme eingelagert, wie beispielsweise um die Membran von Eukaryoten
zu modellieren. Die bei den Reflexionsmessungen angenommenen, vergleichsweise
hohen, Lochanteile und die Verwendung inkoharenter Summen wurden mithilfe von
[AEMFMessungen abgesichert. Durch die Einlagerung von in das System nimmt
der Lochanteil mit zunehmender Drehzahl ab, wobei der Lochanteil im Gesamtfilm klei-
ner, die mittlere Querschnittsflache der einzelnen Lécher hingegen gréBer wird. Zudem
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bilden sich durch die Anwesenheit von[Chol vergleichsweise breite Plateaus Uber weite
Bereiche des Oligolipidbilagensystems aus, in welchem der Film Uber eine einheitliche
Bilagenanzahl verfligt. Bei den untersuchten Systemen nimmt durch die Einlagerung
von die Lange des Kettenbereichs zu und die des Kopfgruppenbereichs ab. Bei
Messungen an Luft wurden durch die Einlagerung von 30 % [Chol in die DMPCl-Filme
geringere Bilagendicken beobachtet als fir reines DMPCL In Wasser hingegen nimmt
die Wiederholeinheitendicke zunachst bei geringen [CholtAnteilen zu, um bei einem
groBer werdenden [Chol-Gehalt wieder abzunehmen.

Die Erklarung fur diese Phanomene liegt in der geringeren Hydrophilie der Kopfgrup-
penbereiche von Systemen mit[Chol. Demnach werden an Luft weniger Wassermole-
kile eingelagert und somit eine geringere Bilagendicke festgestellt. Die Bilagen ohne
in Wasser hingegen stof3en sich aufgrund der héheren Hydrophilie mit einer star-
keren Hydratationskraft voneinander ab, sodass die Bilagenabstande in Wasser - trotz
geringerer elektrostatischer Repulsion - gréBer sind, als das bei Systemen mit
der Fall ist.

Um neben eukaryotischen Zellmembranen auch die Zellmembran von Bakterien zu
modellieren, werden geladene Lipide - wie - in die Membranen eingebaut. Al-
lerdings sind Membranen mit in Wasser nicht stabil, sodass zur Stabilisierung
nicht nativ vorkommendes hinzugegeben wird.

Durch das Erwarmen des DMPC}Oligolipidbilagensystems auf Temperaturen oberhalb
des Phasenubergangs werden etwaige Locher auf einen verschwindend geringen An-
teil reduziert. Gleichzeitig nimmt die Bilagendicke mit steigender Temperatur kontinu-
ierlich ab. Bei einer Steigerung der Umgebungstemperatur auf Werte oberhalb der
Phasentibergangstemperatur I6sen sich in Wasser Uber mehrere Stunden fortwahrend
Bilagen vom Substrat ab. Bei der Interaktion mit [AuNP| sind DMPC}Systeme unter-
halb der Phasenibergangstemperatur bedeutend instabiler und werden schneller ab-
getragen als dies unterhalb der Phasenltbergangstemperatur der Fall ist. Zudem wur-
de zur Bestimmung der Gesamtschichtdicke des Systems mithilfe von einminitigen
[NBF-Messungen eine Vorgehensweise dargelegt, die es ermdglicht,auch ohne die An-
wesenheit von Kiessig-Oszillationen auf die Gesamtschichtdicke zu schlieBen. Die pra-
sentierte Methode deckt sich im Uberprifbaren Bereich mit den Gesamtschichtdicken,
die anhand der Kiessig-Oszillationen bestimmt wurden. Bei Einlagerung von 30 %|(Chall
ist kein scharfer Phasenibergang zu beobachten und die Systeme sind auch bei deut-
lich h6heren Temperaturen als der Phasentbergangstemperatur von Uber viele
Stunden reproduzierbar stabil. Auch bei der Interaktion mit 500 A groBen NPl sind die
Systeme mit 30 % [Cholim Gegensatz zu ihren Pendants ohne [Chol stabil.

Durch die Zugabe von Magnesiumchlorid zu[DMPC}Systemen erhoht sich die Phasen-
Ubergangstemperatur des Systems, wobei die Einlagerung der lonen in die Membra-
nen auch anhand der starken Zunahme der Wiederholeinheitendicke erkannt werden
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kann. Bei starker Quellung reduzierte sich die Bilagenanzahl der Systeme und nahm
bei schwacherer Quellung wieder zu. Grund hierflr ist vermutlich die Bildung reversi-
bler Vesikel.

Systeme mit quellen in Salzlésungen weniger stark und die maximale Quellung
findet bei héheren Salzkonzentrationen statt, da die Affinitdt der Membranen Salzio-
nen einzulagern abnimmt. Zudem erhoéht die Anwesenheit von [Choll die Stabilitat des
Oligolipidbilagensystems, was sich unter anderem auch darin niederschlagt, dass ab
einem [CholFGehalt von 30 % keine Variation der Bilagenanzahlen bei unterschiedli-
chen Salzkonzentrationen beobachten lasst. Bei einem [CholFAnteil von 50 % ist keine
bedeutende Veranderung der Wiederholeinheitendicke mehr bei einer Variation der
Magnesiumchloridkonzentration zu beobachten.

Beim Vergleich verschiedener Salze Ubt Natriumchlorid einen unbedeutend schwa-
chen Einfluss auf die Bilagenabstande des Oligolipidbilagensystems aus, wohingegen
Magnesiumchlorid und insbesondere Kalziumchlorid einen starken Einfluss auf die Bi-
lagenabstande nehmen. Grund hierfir ist, dass die Kopfgruppen eine héhere Einlage-
rungsaffinitat fir Magnesium- und Kalziumionen besitzen als das fur Natriumionen. Ein
weiterer Grund liegt in der doppelt so hohen Ladung der Magnesium- und Kalziumio-
nen im Vergleich zu Natriumionen.

Die substratgebundenen Systeme mit sind bei Kontakt mit [NPI deutlich stabiler,
als es fur die [CholHreien DMPClSysteme der Fall ist. Trotz einer Verringerung des
Lochanteils nimmt mit steigender Temperatur auch die Stabilitdt der DMPClSysteme
beim Kontakt mit[AuNPI| ab. Dies schlagt sich darin nieder, dass das Oligolipidbilagen-
system binnen Minuten in Anwesenheit von [AuNP|vom Substrat abgeldst wird. Bei der
Einlagerung von 30 % [Chollist das Oligolipidbilagensystem auch bei der Phasenlber-
gangstemperatur von und der mehrstiindigen Exposition von [AuNP| stabil.

Bei einem [Chol-Gehalt von 30 % und einem geringen Anteil an wird in Was-
ser eine starke Beeinflussung der Bilagenabsténde durch die Einlagerung von [AuNPI
beobachtet, wobei der Prozess lange dauert und die Ergebnisse auf eine Einlagerung
von [AuNPlim Kopfgruppenbereich hindeuteten. In Magnesiumchloridlésungen wird der
Gleichgewichtszustand bei[NPFInteraktion schneller erreicht als das in Wasser der Fall
ist. Durch die Zugabe von [AuNP| nimmt die Wiederholeinheitendicke weiter zu, wo-
hingegen durch die Exposition von die Wiederholeinheitendicke geringfligig
abnimmt. Obgleich sich die der [AuNP] bedeutend von den der ande-
ren Komponenten abhebt, kann nicht zweifelsfrei belegt werden, dass sich die [AuNP]
im Kopfgruppenbereich anlagern. Die durchschnittliche GroBe eingelagerter [AuNP ist
dabei kleiner ist als der am haufigsten auftretende hydrodynamische Durchmesser der
[AuNP}Verteilung in Lésung. Im Falle von deutlich groBeren [AuNP)| resultierte nur ei-
ne sehr viel schwachere Beeinflussung der Oligolipidbilagensysteme durch die [AuNPF
Zugabe.
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Die Abhangigkeit der Stabilitat substratgebundener Modellsysteme von ihrem
Gehalt legt die Vermutung nahe, dass eukaryotische Zellen mit einem héheren Anteil
an[Chol weniger anfallig fir eine Beschadigung durch [NP-Exposition sind als eukaryo-
tische Zellen mit einem geringen [CholFGehalt oder gar prokaryotische Zellen - wobei
ein DMPC}Oligolipidbilagensystem in vielerlei Hinsicht nur ein &uBerst rudimentares
Modell mit begrenzter Aussagekraft flir Prokaryoten darstellt. Fiir genauere Aussagen
muss die Komplexitdt des Membranmodells weiter erh6ht werden, da viele weitere
Komponenten der Zelle Einfluss auf die Interaktion nehmen kénnen. Neben den Lipi-
den liegt dabei ein Augenmerk auf peripheren Membranproteinen, da diese in direktem
Kontakt mit den [NPl stehen. Es ist daher von besonderem Interesse, welchen Einfluss
in diesem Fall die NP-Exposition hat. Hierbei bietet sich vor allem die parallele Durch-
fiihrung von [B-Messungen mit dem von Busch et al. beschriebenen Aufbau an, ! um
etwaige Anderungen in der Sekundarstruktur der Proteine zu beobachten.

Um zweifelsfrei den Einlagerungsort der NPl zu belegen, eignen sich aufgrund des ho-
hen [SLDFUnterschiedes allen voran XBRFMessungen, wobei auch [NB-Messungen mit
durch Deuterierung angepassten Streuldngenkontrasten eingesetzt werden kénnen.
Eine genaue Analyse nicht-spekularer Streuung sollte zuséatzliche Mdglichkeiten bie-
ten, um auf die Lage der in den Modellmembransystemen zu schlie3en. Hierflr
musste der Lochanteil in den Membranen gesenkt werden, um Uberlagernde, nicht-
spekulare Streuung von Defekten in der Struktur zu minimieren. Es ist jedoch nicht
vorhersagbar, ob eine Modellmembranstruktur ohne Locher die in die untersten
Schichten vordringen Iasst. Experimente und weitere Optimierungen kénnen hier Ab-
hilfe schaffen. Dies kdnnte fur Filme ohne durch das Erhitzen des Systems nach
der Vakuumtrocknung auf 30,0 °C fiir einen Tag und im Fall von 30 % [Chol durch die
Wahl der Drehzahl von 8.000 Umdrehungen pro Minute beim Rotationsbeschichten
erreicht werden.
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A. Geometrische Uberlegung zur Kristallausleuchtung an

Anhang

A Geometrische Uberlegung zur Kristallausleuchtung
an

Der Zusammenhang, welcher fur das Prozessieren der Daten entscheidend ist, wird
dabei prinzipiell durch den Ausdruck in Gleichung beschrieben. Dabei entspricht
die Reflektivitat in Abhangigkeit von dem Probenwinkel R () dem Verhaltnis aus der
gemessenen, reflektierten Neutronenintensitat 7z und der in Transmission durch den
Kristall gemessen Neutronenintensitat /, sowie einem Korrekturfaktor, der sich aus der
geometrischen Uberlegung in Abbildung ergibt. Der Korrekturfaktor ist abhangig
vom Probenwinkel 6p, Footprint f - welcher der Projektion des Neutronenstrahls auf
die Kristallebene entspricht, der Breite des vollstandig auf die Probe treffenden Neu-
tronenstrahls b und der ausgeleuchteten Flache des Kristalls A, (0p).

R(0p) = —i— (A1)

Die geometrischen Uberlegungen unterscheiden sich je nach Probenwinkel, sodass
zwischen drei Fallen unterschieden wird: Uberstrahlter Kristall, seitlich Uberstrahlter
Kristall und Neutronenstrahl trifft vollstandig auf die Probe. In Abbildung ist der
Uberstrahlte Kristall dargestellt.

N|o

Abbildung A.1. Geometrie im Falle eines Uberstrahlten Kristalls. A Dargestellt ist die Orientie-
rung des blau dargestellten Kristalls innerhalb des Neutronenstrahls. Dabei entspricht hy der
Héhe des einfallenden Neutronenstrahls, f dem Footprint und 8 p dem Probenwinkel.

B Es ist der Teil des Kristalls von oben zu sehen, welcher innerhalb des Dichtungsrings liegt, da
dieser Teil fiir die geometrischen Uberlegungen von Interesse ist. Die blaue Fldche entspricht
der ausgeleuchteten Fldche A, welche sowohl vom Radius rj, des Kristalls und der Breite des
Neutronenstrahls b abhdngt. Von b hdngt ebenfalls der Offnungswinkel o ab.

Die fiir Gleichung wichtige GroBe des Footprints f lasst sich mithilfe der geome-
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trischen Uberlegung in Abbildung ableiten. Der sich daraus ergebende Zusam-
menhang ist in Gleichung [A.2]dargestellt und l&sst sich durch eine Umformung in Glei-
chung[A.3|Uberflihren. Dabei entspricht 1 der Hohe des Neutronenstrahls und 6, dem
Probenwinkel.

sin (6p) — f’ggp) (A-2)
h
F0) = gitars (A.3)

In Gleichung bleibt der Ausdruck A (6p) fur die ausgeleuchtete Flache zun&chst
offen und wird im Folgenden diskutiert.

A.1 Uberstrahlter Kristall

Fdr den Fall, dass der Probenwinkel ¢ noch so klein ist, dass der Kristall oberhalb
und unterhalb Uberstrahlt wird, zeigt Abbildung[A.1B, welche Flache des Kristalls aus-
geleuchtet wird. Das ist der Fall fur f > 2 - R bzw. p < arcsin (2"—Nrk> Die aus-
geleuchtete Flache A,; ist abhangig von der Breite des Neutronenstrahls 6 und dem
Radius r, des Kristalls bis zur Innenkante des Dichtungsrings. Die ausgeleuchtete Fla-
che A,; ergibt sich aus den Teilflachen A;, A, und A; in Abbildung [A.1B. Wie mithilfe
von Abbildung [A.1]B zu erkennen ist, gilt fiir cos (%) die in Gleichung[A.4beschriebene
Beziehung. Wird Gleichung nach hp umgestellt, ergibt sich der Zusammenhang in
Gleichung [A.5] Dabei ist der Winkel « von der Breite des Neutronenstrahls b und dem
Radius des Kristalls r;, abhangig.

cos (5) = f;—f (A.4)
hp = 4 - COS (%) (A.5)

Analog kann der Sinus gebildet werden, um den Zusammenhang zwischen « und b zu
erhalten. Diese Schritte sind den Gleichungen|A.6|und[A.7|zu entnehmen.
o b
in(Z) = A.
sin <2> 2 - T ( 6)
. (6]
b=2-r, - sin (§> (A.7)

Der Flacheninhalt des Dreiecks A; entspricht der Halfte des Produkts aus der Grund-
flache des Dreiecks - welche b entspricht - und der Héhe des Dreiecks hp. Mit dieser
Annahme kann Gleichung [A.8|formuliert werden. Die Beziehungen aus den Gleichun-
gen[A.6lund[A.7lwerden beim Umformen von Gleichung|A.8auf[A.9 verwendet. Mithilfe
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der Doppelwinkelfunktion lasst sich Gleichung|A.9in Uberfiihren, 63 S 135]

A= g b o (A.8)
1 ae o

=3 2 -1y - Sin (5) - T - COS (§> (A.9)

= % - ryo-sin(a) (A.10)

Analog zu der soeben durchgefiihrten Uberlegung in Gleichung lasst sich die
Flache A, mit einem Vergleich von Abbildung erhalten. Somit folgt der in Glei-
chung[A.11]dargestellte Zusammenhang firr A,. Bei der Umformung von Gleichung[A.11]
zu[A. 12 wurde berticksichtigt, dass sin(m — «a) = sin () gilt.

Ay = = -7} -sin(r — a) (A.11)

N =N =

- ri -sin(a) (A.12)

Zur Berechnung von A, steht A; aus. Bei einer Betrachtung der Abbildung [A.1B wird
ersichtlich, dass die Summe aus A; und Az gerade den Teilausschnitt des Kreises bil-
det, der durch a aufgespannt wird. Aus dieser Uberlegung resultiert unmittelbar Glei-
chung[A.13] Wird diese Gleichung nach A; umgestellt und flr A; der in Gleichung
erhaltene Term eingesetzt, ergibt sich der Flacheninhalt A; in Gleichung[A.14]

A + Ay = o (A.13)

2

Az = -y -sin(a) = % - ry - Ja —sin(a)] (A.14)
Aus den erhaltenen Teilflachen A;, A, und A; kann durch einen Vergleich mit Abbil-
dung auf die ausgeleuchtete Flache geschlossen werden, wie es Gleichung
zu entnehmen ist. Im Schritt von Gleichung[A.15|zu[A.16|wurden die Ausdriicke flr 4;,
As und Az aus den Gleichungen|A.10, |A.12/und |A.14]|eingesetzt. Somit resultiert die in
Gleichung formulierte Beziehung fur A,;.

3
Aw =23 4 (A.15)
o, L, 1 |
_ 5. {§-rk-sm(a) b oordesinga) + 5ok (a —sin(a)) (A.16)
= 71} - Ja + sin(a)] (A17)

Folglich kénnen Gleichung und in Gleichung [A.1] eingesetzt werden, sodass
sich im Bereich 1 von f (6p) < 2 - r fir R(0p) der in Gleichung zusammenge-
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fassten Ausdruck ergibt.

Ir Ir
Rl <0P) ~ 72 [+ sin(a — 72 (a1 sin(e . (A18)
k [hNJr ' (@] Iy k [hN+~b ()] sin (0p) - I
sin(6p)

Fir den Erhalt der Ubersichtlichkeit wird o nicht resubstituiert. Es kann jedoch durch
eine Umformung aus Gleichung erhalten werden. Dieser Schritt wurde in Glei-

chung[A.19|vollzogen.

= 2 . arcsin
o (2

) (A.19)

. 7"‘]6

Wie aus Abbildung hervorgeht, nimmt die Ausleuchtung der Probenoberflache mit
Neutronen geman Gleichung solange zu, bis der Winkel 6p, erreicht wurde, bei
dem der Kristall genau so positioniert ist, dass die komplette blaue Flache noch aus-
geleuchtet wird.

A.2 Teilweise uberstrahlter Kristall

Sobald f (fp) < 2 - r4, wird A, kleiner als das noch zuvor in Abbildung [A.1B und in
Gleichung der Fall war. Die durch den Footprint f resultierende, kleinere Flache
A, ist in Abbildung[A.2]dargestellt.

A,

A B
2

Abbildung A.2. Geometrie fir die ausgeleuchtete Fldche des Kristalls im Falle, dass
arcsin(ﬁ) < #p < arcsin(h/[2 - r, - cos(arcsin[b/ (2 - 1;)])]) gilt. Dabei handelt es
sich bei A,> um den durch den Neutronenstrahl ausgeleuchteten Teil des Kristalls, wahrend die

Fldche A4 nicht von Neutronen getroffen wird.

Die Flache A4 in Abbildung [A.2] I&sst sich analog zur Flache A; im vorigen Abschnitt
bestimmen. Der Unterschied ist lediglich, dass die Flache vom Winkel g (6p) anstelle
von « abhangt. Durch einen Vergleich mit Gleichung ergibt sich daher flr A, der
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in Gleichung beschriebene Zusammenhang.

1

Ay = 5k [B(0p) —sin(8(0p))] (A.20)

Aus den Abbildungen|A.1/A und|A.2|ergibt sich cos(3 (65)). Die Relation von cos(@)
wird in Gleichung [A.21]dargestellt. Der Winkel 5 kann schlieB3lich Gleichung [A.22] ent-
nommen werden.

B0p)\ _ f(0p)
cos< 5 > =0, (A.21)
B(Ap) = 2 - arccos (5(02) (A.22)

Die Flache A,, ist gemanR Abbildung um zweimal A, geringer als A,;, sodass
sich die fiir Gleichung bendtigte Flache A, in diesem Winkelbereich geman Glei-
chung berechnen l&sst. Bei der Umformung von Gleichung zu wurden
dabei die Ergebnisse aus den Gleichungen[A.17]und [A.20| verwendet. Zusammenge-
fugt ergibt sich somit Gleichung[A.25]

A = App —2 - Ay (A.23)
=77 [a + sin(a) — 2 - % - - (B(0p) —sin(B(0p))) (A.24)
=77 - [a + sin(a) — B(0p) + sin(B(0p))] (A.25)

Wird der Ausdruck fur A,, aus Gleichung in Gleichung eingesetzt, ergibt sich
in diesem Winkelbereich die in Gleichung dargestellte Reflektivitat R (0p).

Ir

2 . [a + sin(a) — B(0p) + sin(B(6 '
2] sin( )hN .(bp) sin(8(0p))] . sin (QP) - I

Ry (0p) = (A.26)

A.3 Volilstandiges Auftreffen des Neutronenstrahls auf die Probe

Sobald f < 2 - hp, gilt fir die ausgeleuchtete Flache A,; die in Abbildung und
Gleichung dargestellte Beziehung.

Ais = b - f(0p) (A.27)

Wird die in Gleichung beschriebene Beziehung in Gleichung[A.1]eingesetzt, ergibt
sich Gleichung|A.28]

Ry (6p) = & (A.28)
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B. Fehlerrechnung

Abbildung A.3. Geometrie fir die ausgeleuchtete Fldache des Kristalls im Falle, dass der Neu-
tronenstrahl vollstdndig auf die Probe auftrifft.

Der Neutronenstrahl trifft vollstandig auf den Bereich des Kristalls innerhalb des Dich-
tungsrings, sodass kein Korrektur, bedingt durch eine Uberstrahlung, mehr notwendig
ist.

Die dabei verwendeten Parameter sind . = 0,5 mm, b = 40,0 mm und r;, = 26,5 mm. ¥

B Fehlerrechnung

Wie die Werte A + AAund B + AB miteinander verglichen werden, um festzustel-
len, ob sie signifikant voneinander abweichen ist in Gleichung dargestellt. Dabei
wird der Parameter C' berechnet, der die Abweichungen in Vielfachen der Standard-
abweichung angibt.!2% S-311 Die Bestimmung des Fehlers Az des Mittelwerts z mit N
Messungen ist in Gleichung dargestellt. Dabei beriicksichtigt der erste Summand
die Fehler Az;, welche in die Mittelwertsbildung eingegangen sind gemaf der Feh-
lerfortpflanzung.t2% S-8111 Der zweite Summand entspricht dem mittleren Fehler des
Mittelwertes, 164 S- 111

In den Gleichungen - sind die Fehler von in der Arbeit auftretenden Werten
dargestellt. 1120 S- 31]

C o] = 4 — Bl (B.1)
V(AA? + (AB)
N 2 N 2
Ax; g (@i —2
o JZ () 550 ©2
Adge.s = \J (Z giNiAdBilage> AdVVl (Z gz - 3 AdWZ) + (AdW5)2

(B.3)
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C.[AEM-Messungen der Systeme an Luft

ApH = \/(ApHo)2+ (Ab-ln (Aj A _1>) N <b~ Aj) i (b- AAA) (B.4)

aC O AAN (A4 (A — A)) - Ab
— \/(4-b)+(4~b)+ T (B.5)
A - Am\?
ApH ([EP) — ¢ ot (QOT) (B.6)
Vi - ApZ
PSL I * Vi
AVAuNP _ (APSL ges>2 + (AIOSL LM)2 (B 8)
Vim PSL Au PSL Au '

C [AEM-Messungen der Systeme an Luft

An dieser Stelle werden die in Kapitel prasentierten [AEMFMessungen der vaku-
umgetrockneten [DMPCHOligolipidbilagensysteme an Luft und die Aspekte der Ande-
rung der Oberflachenbeschaffenheit durch die Vakuumtrocknung in Unterkapitel
die Auswirkungen der Heizplattentrocknung in Abschnitt sowie die Auswirkungen
unterschiedlicher Rotationsprogramme auf Filme ohne und mit[Chol im Abschnitt[C.3]
der Vergleich zu[DPPC}Systemen in Unterkapitel und abschlie3end die Lochantei-
le im Film in Abschnitt[C.5|beleuchtet. Sind dabei die Zeitpunkte der Trocknungen nicht
angegeben, erfolgten diese an demselben Tag wie die Rotationsbeschichtung.
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C.|AEM-Messungen der Systeme an Luft

C.1 Vakuumtrocknung
C.1.1 100 % DMPC

Um den optimalen Zeitpunkt zur Trocknung der Oligolipidbilagen zu finden, wurden
die DMPCl-Oligolipidbilagensysteme zu unterschiedlichen Zeitpunkten vakuumgetrock-
net. Im Fall von Abbildung [C.1| wurde direkt nach der Herstellung und folgender [AEMF
Messung die Vakuumtrocknung durchgefthrt.

B 134 nm

i O nm

Abbildung C.1. Dargestellt sind die Topographien eines|IDMPC-Oligolipidbilagensystems A vor
und B nach der Vakuumtrocknung.

Im Fall von Abbildung [C.2] wurden vier Tage zwischen der Herstellung und der Vaku-

umtrocknung gewartet.

12,5 nm #11,8 nm

0 nm 0 nm

Abbildung C.2. Dargestellt sind die Topographien eines|DMPC-Oligolipidbilagensystems A vor
und B nach der Vakuumtrocknung, wobei zwischen der Herstellung und der Vakuumtrocknung
vier Tage lagen.

Die Unterschiede zwischen den beiden erhaltenen Strukturen in den Abbildungen[C.1B
und[C.2B sind in diesem Fall gering.
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C.[AEM-Messungen der Systeme an Luft

C.1.2 70 %[DMPCI|30 % |Chol

Zunachst sind zwei ungetrocknete Systeme in Abbildung [C.3|dargestellt.

Abbildung C.3. Abgebildet sind die Topographien zweier ungetrockneter 70 % [DMPC
30 %[Chol-Oligolipidbilagensysteme.

Die in Abbildung[C.3|dargestellten Filme wurden zu unterschiedlichen Zeiten nach ihrer
Herstellung zwei Tage vakuumgetrocknet. Die anschlie3end vorliegende Topographien
der Filme sind Abbildung[C.4] zu entnehmen.

15,7 nm

0 nm

Abbildung C.4. Abgebildet sind die Topographien zweier 70 % 30 % [Chol
Oligolipidbilagensysteme, die zwei Tage lang vakuumgetrocknet wurden. Die Trocknung er-
folgte bei A nach der Herstellung, wobei im Fall von B vier Tage zwischen der Herstellung und
Trocknung verstrichen sind.

Die erhaltenen Strukturen unterscheiden sich grundlegend von denjenigen, die flir die
Filme ohne erhalten wurden. Die unmittelbar erfolgende Vakuumtrocknung fihrt
dazu, dass die erhaltenen Lécher in den Strukturen kleiner sind als wenn die Trocknung
erst nach vier Tagen erfolgt.
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C.|AEM-Messungen der Systeme an Luft

C.2 Heizplattentrocknung
C.2.1 100 % DMPC

Wie anhand von Abbildung zu erkennen ist, ergeben sich durch die Heizplat-
tentrocknung elementare strukturelle Anderungen, wie sie in diesem Maf3e bei der
Vakuumtrocknung in den Abbildungen [C.T]und [C.2] nicht zu erkennen waren.

Abbildung C.5. Dargestellt sind die Topographien eines[DMPC-Oligolipidbilagensystems A vor
und B nach der Heizplattentrocknung bei 65 °.

C.2.2 70 %[DMPC|30 % |Chol

Gemaf3 Abbildung nimmt der Lochanteil durch die Heizplattentrocknung ebenfalls
zu, wobei die Lochgro3e nur schwach und nicht in dem Mal3e wie bei Abbildung
zunimmt.

0 nm 0 nm

Abbildung C.6. Zu sehen ist die Topographie eines 70 %|DMPQ 30 %-Oligolipidbilagensystem
A vor und B 6 Stunden nach der Heizplattentrocknung bei 65 °.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass der [Chol-Anteil, der Zeitpunkt sowie die
Art der Trocknung Einfluss auf die Struktur der DMPCI-Oligolipidbilagensysteme neh-
men.
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C.|AEM-Messungen der Systeme an Luft

C.3 Drehgeschwindigkeitsvariation bei der Rotationsbeschichtung

Neben den am haufigsten Beschichtungsprogrammen 1 und 2 sind in Tabelle [C.1]auch
alle weiteren noch verwendeten Programme dargestellt. Dabei wird die Drehzahl in
einem breiten Bereich variiert, um deren Einfluss auf die Struktur zu evaluieren. Hierbei
sind vor allem die beiden Grenzfalle mit groBer und geringer Drehzahl von Interesse.

Tabelle C.1. Aufgelistet sind die Programme fiir die Rotationsbeschichtung, welche fiir die
Arbeit verwendet wurden.

Beschichtungsprogramm | 1 2 3 4 5 6
Umdrehungen pro Minute | 500 | 500 | - - - -
Dauer [s] 1 1 - - - -
Umdrehungen pro Minute | 4.000 | 3.000 | 1.000 | 3.000 | 6.000 | 8.000
Dauer [s] 38 38 39 39 39 39

C.3.1 100 % DMPC

Die Topographien von DMPClOligolipidbilagensystemen mit unterschiedlichen Rotati-
onsgeschwindigkeiten sind in den Abbildungen bis dargestellt. Dabei nimmt
die Rotationsgeschwindigkeit von 1.000 tber 6.000 bis 8.000 rpm zu, wobei die Rota-
tionsdauer jeweils 39 Sekunden betragt - wie Tabelle entnommen werden kann.

3,4 nm

Abbildung C.7. Zu sehen sind die Topographien eines IDMPU-Oligolipidbilagensystems, das
mit einer Drehzahl von 1.000 rpm aufgebracht wurde. A vor der zweitdgigen Vakuumtrocknung
B danach.
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C.|AEM-Messungen der Systeme an Luft

Abbildung C.8. Abgebildet sind die Topographien eines|\DMPCH-Oligolipidbilagensystems, das
mit einer Drehzahl von 6.000 rpm aufgebracht wurde. A vor der zweitdgigen Vakuumtrocknung
B danach.

Abbildung C.9. Dargestellt sind die Topographien eines|\DMPC-Oligolipidbilagensystems, das
mit einer Drehzahl von 8.000 rpm aufgebracht wurde. A vor der zweitdgigen Vakuumtrocknung
B danach.

Bei DMPCHOligolipidbilagen nimmt mit héherer Drehzahl der Lochanteil zu. Bei den-

selben Drehzahlen wird im Folgenden das System mit einem [Chol-Gehalt von 30 %
untersucht werden.
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C.[AEM-Messungen der Systeme an Luft

C.3.2 70 %[DMPCI|30 % |Chol

Die zu Unterkapitel [C.3.1] analogen Messungen sind fir Filme mit einem [Chol-Anteil
von 30 % in den Abbildungen[C.10|bis [C.12|dargestellt.

Abbildung C.10. Zu sehen sind die Topographien eines 70 % 30 %
Oligolipidbilagensystems, das mit einer Drehzahl von 1.000 rpm aufgebracht wurde. A zeigt
dabei die Topographie des Oligolipidbilagensystems vor der zweitdgigen Vakuumtrocknung. B
ist die Topographie danach zu entnehmen.

Abbildung C.11. Dargestellt sind die Topographien eines 70 % 30 %
Oligolipidbilagensystems, das mit einer Drehzahl von 6.000 rpm aufgebracht wurde. A visua-
lisiert dabei die Topographie des Oligolipidbilagensystems vor der zweitdgigen Vakuumtrock-
nung. B ist die Topographie danach dargestellt.
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C.|AEM-Messungen der Systeme an Luft

Abbildung C.12. Dargestellt sind die Topographien eines 70 % 30 %
Oligolipidbilagensystems, das mit einer Drehzahl von 8.000 rpm aufgebracht wurde. A zeigt
dabei die Topographie des Oligolipidbilagensystems vor der zweitdgigen Vakuumtrocknung. B
ist die Topographie danach zu entnehmen.

Wie bereits bei den anderen Filmen mit 30 % nimmt bei den Filmen, die bei
Rotationsgeschwindigkeiten bei Drehzahlen bis einschlief3lich 6.000 rpm erzeugt wur-
den, durch die Vakuumtrocknung der Lochanteil gut erkennbar zu. Dies ist bei dem bei
8.000 rpm erzeugten Film hingegen nicht der Fall. Dort sind keine Ldécher zu erken-
nen - weder vor noch nach der Messung. Im Gegensatz zu den Systemen ohne [Choll
nimmt lasst sich mithilfe einer Rotationsgeschwindigkeit von 8.000 rpm ein 70 %[DMPC|
30 % [Chal-Oligolipidbilagensystem ohne Lécher erhalten.

C.4 DPPC}Systeme
Neben den[DMPCl-Oligolipidbilagensystemen sind im Folgenden[AEMAufnahmen von

[DPPC}Systemen in der Abbildung[C.13|ohne [Chollund in Abbildung[C.14]mit 30 %[Chol
dargestellt.

12,5 nm

0 nm

Abbildung C.13. Dargestellt sind die Topographien eines |DPPC-Oligolipidbilagensystems. A
zeigt dabei die Topographie des Oligolipidbilagensystems vor der zweitdgigen Vakuumtrock-
nung. B ist die Topographie danach zu entnehmen.
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C.[AEM-Messungen der Systeme an Luft

Die in der Abbildung erhaltene Topographie dhnelt dem Resultat flr in
Abbildung [C.1B.

1 0nm

Abbildung C.14. Abgebildet ist die Topographie eines 70 % [DMPCO 30 % [Chol
Oligolipidbilagensystems. Dabei gibt A die Topographie vor und B nach einer zweitédgigen Va-
kuumtrocknung an.

Wie auch bereits im Fall von in Abbildung fUhrt die Einlagerung von
in das Oligolipidbilagensystem zur Ausbildung von Plateaus. Im Gegensatz zu den
[DMPCl-Systemen ist der Lochanteil bei DPPCl-Systemen bei einer Anwesenheit von
30 % bedeutend geringer. Um den Lochanteil soll es verstarkt im nachsten Ab-

schnitt[C.5/gehen.

C.5 Lochanteile der Filme

Im Falle der DMPC}Systeme ist die Quantifizierung der Lochanteile von besonderem
Interesse, da der Lochanteil bei den der NB-Messungen und [XBR-Messungen
von groBBer Bedeutung ist und daher mit den anderen Messmethoden abgeglichen wird.
Hierflr werden zwei unterschiedliche Methoden herangezogen. Bei der ersten Metho-
de werden an unterschiedlichen Stellen der Messung Héhenprofile herangezogen und
mithilfe des Integrals auf den Lipid- bzw. Lochanteil geschlossen. Diese Methode bietet
den Vorteil, dass sie einfach durchflhrbar ist.

Bei der zweiten Methode wird mithilfe des Bildbearbeitungsprogramms Gwyddion die
Flache der Locher in Abhéngigkeit eines festgelegten Hohenschwellenwertes markiert.
Dabei wird angenommen, dass die Flachen der Locher durch Kreise angenahert wer-
den kdnnen, sodass Kreisflachen resultieren. Durch deren Aufsummierung wird die
Gesamtflache der Lécher erhalten. Obgleich die Naherung, dass alle Bereiche des
Films, in denen kein Lipid vorliegt, kreisférmig sind, nicht in allen Fallen eine gute Na-
herung darstellt, hat diese Methode einen entscheidenden Vorteil: Es ist moglich die
GréBenverteilung der Lécher zu ermitteln.

Bei beiden Methoden bleibt zu bedenken, dass lediglich Fehlstellen von oben, die sich
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D.[NR- und[XBR-Messungen in Wasser bei 20,0 C

bis in die oberste Filmschicht auswirken, und deren Tiefe detektiert werden. Es ist somit
maoglich in einer festgelegten Héhe des Oligolipidbilagensystems mit gewissen Kriteri-
en auf einen Lochanteil zu schlieBen. Bei der duBBersten Bilage treten oft Bereiche auf,
die eine oder zwei Bilagen weniger haben als andere, sodass in diesem Bereich der
mittels[AEM bestimmte Lochanteil den durchschnittlichen Lochanteil im Film vermutlich
Uberschatzt. Bei einer Betrachtung der tieferliegenden Schichten werden hingegen nur
Lécher bertcksichtigt, welche tief in den Film vordringen.

Fur vakuumgetrocknete DMPCHFilme resultieren mit AEMFMessungen Lochanteile im
Oberflachenbereich von circa 48 % anhand des Hoéhenprofils und 56 % mithilfe des
Bildbearbeitungsprogramms Gwyddion. Fir Systeme mit[Chol werden Lochanteile von
35 % anhand des Héhenprofils und knapp 42 % mittels Gwyddion erhalten. Unter der
Annahme, dass viele Lécher zwar an der Oberflache vorhanden sind, jedoch nicht bis
zum Substrat reichen und etwaige tieferliegende Fehlstellen einen geringeren Anteil
ausmachen, ist davon auszugehen, dass die auf diese Weise bestimmten Lochanteile
vermutlich eine obere Grenze darstellen. Durch die Auswertung mit Gwyddion kann
zusétzlich die mittlere Lochflache angegeben werden, welche fiir DMPC| bei 0,24 um?
und mit 30 %[Chol bei 0,80 um? liegt. Durch[Choll sinkt somit zwar der Lochanteil, aber
die mittlere LochgréBe nimmt zu.

Hinsichtlich der untersuchten Drehgeschwindigkeiten zeigt sich, dass mit sehr hohen
Drehgeschwindigkeiten von 8.000 rpm ein Oligolipidbilagensystem ohne Lécher er-
halten lasst. In dieser Arbeit wird somit mithilfe von [AEM} und NBFMessungen ge-
zeigt, dass durch das Aufheizen von DMPCl-Oligolipidbilagensystemen auf Temperatu-
ren oberhalb der Phasentbergangstemperatur die Lécher verschwinden, wahrend bei
70 %[DMPCI 30 %[Chol-Oligolipidbilagensystemen durch hohe Drehgeschwindigkeiten
vergleichbare Resultate erzielt werden.

D [NR- und XRB-Messungen in Wasser bei 20,0 °C

In den Abbildungen - [D.5] sind [NRFMessungen und [XBRF-Messungen von
und DMPCHCholFOligolipidbilagensystemen mit variierenden [CholFAnteilen dargestellt.
In Abbildung ist eine NBFMessung eines geladenen Oligolipidbilagensystems dar-
gestellt. Die Parameter der Anpassungen in den Abbildungen [D.4]und [D.6]sind in den
Tabellen [D.1]und [D.2)dargestellt.
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D.[NR- undXBR-Messungen in Wasser bei 20,0 C

10° 4
10-1—;
10-2—;
10-3—;
10-4—;
10-5—;
10-6—;

107 -

90 % DMPC 10 % Chol Anpassung
Anpassung

andere Prozessierung

T T T |
0,06 0,08 0,1 0,12

QAT

| |
0,02 0,04

Abbildung D.1. Die[NR-Rohdaten fiir das 90 %|[DMPC 10 %[Chol-System 2019/11 wurden un-
terschiedlich prozessiert und einander gegenlibergestellt. Einmal ist die gewbhnliche Prozes-
sierung dargestellt, die sich aus den geometrischen Uberlegungen in Kapitel ergeben, im
anderen Fall wurden die Daten dergestalt prozessiert, dass sich im Bereich der Totalreflexion
eine Reflektivitadt von eins ergibt. Der Versatz der beiden Spektren betrdgt ausnahmsweise drei

Zehnerpotenzen.
100 5 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
'.."""_','_ e 90 % DMPC 10 % Chol HZB 2019/11
107" = - * 90 % DMPC 10 % Chol HZB 2019/09
3 -
o - e
10° - - ~"
3 = o )
e .1 % 2~ —
10 E *ie
5 ] _._...-0—.'_._-.-
10- _E +...
] e
-6 _|
10 § *""-.n:
107 4
s e e e S B —
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
QA"

Abbildung D.2. Gezeigt sind die [NR-Daten fiir beide am vermessene [DMPC-
Oligolipidbilagensysteme mit einem|[Chal-Gehalt von 10 % bei 20,0 C.
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D.[NR- und[XBR-Messungen in Wasser bei 20,0 C

10'5 3 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 3
] e 90 % DMPC 10 % Chol HZB 2019/11 F
* 90 % DMPC 10 % Chol HZB 2019/09 [
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Abbildung D.3.[NR-Daten fiir beide am[HZB vermesseneDMPC-Oligolipidbilagensysteme mit
einem [Chol-Gehalt von 10 % bei 20,0 C in RQ*-Darstellung, sodass die Lage der Maxima

besser zu erkennen ist als das in Abbildung[D.2 der Fall ist.

9x10® : : : : : : : : : : : : :
- e 50 % DMPC 50 % Chol
8x10°

7x10°°

6x107°

5x107°

4x10° -

RQ4 [A4]

3x10°

2x10°

1x10°

Anpassung

2 -

0 ' ' T ' | ' ' ' ' |
0,09 0,1
QAT

Abbildung D.4. RQ* gegen Q-Darstellung des 50 %[DMPQ 50 %[Chol-Systems in Wasser bei
20,0 C, dessen R gegen Q-Darstellung Abbildung[6.6 zu entnehmen ist. Zur Bestimmung der
Lage des Bragg-Peaks ist es notwendig eine symmetrische Funktion zu verwenden. Es wurde

0,12

dabei die Lorentzfunktion gewéhlt, deren Parameter Tabelle zu entnehmen sind.
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D.[NR- undXBR-Messungen in Wasser bei 20,0 C

Tabelle D.1. Parameter der RQ*-Anpassung des 50 % [DMPCI 50 % [Chal Oligolipidbilagensys-
tems in Wasser. Dabei gibt Q. die Lage des Bragg-Peaks, A die Flache und w die Breite der
Anpassung an.

Modell Lorentz

H 4 _ 2:A w
Gleichung | RQ* = == o

Q. [AM 0,1030 + 3 -10*

w[A] (2,1+1,7)-10°
A[A] (2,5+1,9)-10°8
e 56.000
O...I | | T T T TR AN TR SR S N N
107 Fomeeees. « 100 % DMPCFim 1
011 T + 100 % DMPCFim2 |
3 + 100 % DMPC Film 3
10_2 = 0000009 -.-;- E

E S
-3 ] - i
10° 4 t“\gss;_ 3

: e
10° < 3
: o :
107 4 -

10—10 i
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I I I T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
QI[A ]

Abbildung D.5.[XER-Daten der[DMPQC-Oligolipidbilagensysteme in Wasser bei 20,0 C.

|
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RQ* gegen Q-Darstellung der [NR-Messungen geladener Oligolipidbilagensyste-
me

x107 —————— :
e 30 % Chol 1:55 DMTAP:DMPC Wasser Anpassung
2x107 -
=
<
<
c
o
1x107 -
-.-
--
. -
0 T T T T 1 T T T T 1 T T T T 1
0,07 0,08 0,09 0,1

Q

Abbildung D.6. RQ* gegen Q-Darstellung des 30 % 1:55 [DMTAPIDMPO-Systems in
Wasser bei 20,0 C, dessen R gegen Q-Darstellung Abbi/dung zu entnehmen ist.

Tabelle D.2. Parameter der RQ*-Darstellung des 1:55 DMTAPHDMPCI 30 % Oligolipidbi-
lagensystems in Wasser.

Modell Lorentz

: 4 24w
Glel?hung RQ" =7 oo
Q. [AT] 0,08763 +7 -10°

w[A] (1,35 +0,05) - 10
A[AS] (5,3+0,1)-10°
2 511
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2X10-7 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1
* | 30 % Chol 1:55 DMTAP:DMPC 10 pg/mL AuNP Anpassung
. - n
=
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e
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Abbildung D.7. RQ* gegen Q-Darstellung des 30 % 1:55 [DMTABIDMPC-Systems in
Wasser mit 10 9 [AuNR bei 20,0 <C, dessen R gegen Q-Darstellung Abbildung zu ent-
nehmen ist.

Tabelle D.3. Parameter der RQ*-Darstellung des 1:55 DMTAPHDMPCI 30 % Oligolipidbi-
lagensystems in Wasser.

Modell Lorentz

: 4 _2A, 0w
Glel?hung RQ* = T 4(Q—Qu) Fuw?
Q. [AT] 0,0984 +1 -10*

w[A] (1,7+0,1)-10?
A[AS] (3,8+0,3)-10°
X2 1.390

Abschatzung der lonenstarke der AuNP-Lésungen

Die lonenstarke wird bei einer Massenkonzentration von 10 X abgeschétzt, da es
sich hierbei in aller Regel um die Einstiegskonzentration der [NPI bei NRFMessungen
und [XBRBFMessungen handelt. Zur Abschatzung der entsprechenden lonenstarke wird
die Charakterisierung der [AuNP] von Tatur et al. verwendet, an deren Publikation sich
Christian Busch orientierte, um die in dieser Arbeit verwendeten [AuNP] zu synthetisie-
ren.f13 Die Abschatzung erfolgt zunachst fiir [AuNP] die 100 A groB sind. Danach wird
dieselbe Uberlegung fiir die GréBen 50 A und 25 A angestellt.

Unter der Annahme, dass die Masse der Liganden im Vergleich zu der Masse des
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Kerns vernachlassigbar ist, wird in Gleichung [D.1]die Masse eines [AuNP] abgeschétzt.

kg 4
M e~ pau-Viaw = 19.320m—%-§~7r- (5-10°m)® ~ 1,0-10 g (D.1)

Die Massenkonzentration betragt 10 X4, sodass anhand der Masse eines [AuNP)| die

mL’

Massenkonzentration in die Stoffmengenkonzentration tberflihrt werden kann. Dabei
wird beriicksichtigt, dass 10 X9 gemafB Gleichung bedeutet, dass pro mL Ldsung

mL

circa 1,0-10'2 NPl vorliegen bzw. 1,0-10'°[NP| pro L. Die Stoffmengenkonzentration er-
gibt sich somit gemaf Gleichung[D.2]
1.0-10% Teilchen

N L N _g Mol
CAuNP ~ 6 022 ' 1023 Teilchen 177 -10 T (D2)

mol

Zur Bestimmung der lonenstarke fehlt nur noch die Wertigkeit ~ der [AuNPl Geman
Tatur et al. liegen pro Atom an der Goldoberflache 0,41 Ammoniumgruppen vor. 13l
Mithilfe des Atomradius von Gold kann somit die Anzahl an Goldatomen N, atome
pro Oberflache und daraus die Anzahl an Ladungen pro [AuNP| geman Gleichung
bestimmt werden, die der Wertigkeit » entspricht. 154 S 179]

2
AT aunp

2
T Au— Atom

2 ~ Nau atome - 0,41 = 0,41 ~ 2,0 - 103 (D.3)
Die lonenstarke ergibt sich gemaB Gleichung [D.4, wobei die Beziehungen aus den
Gleichungen [D.2] und [D.3] verwendet werden. 57 S 204]

1 9 mmol

I = — +CAyNP ' %~ = 39

2 L

(D.4)

Bei [AuNP| der GréBe 50 A fiihrt die Halbierung der GréBe dazu, dass das Volumen
der [AuNP] nur noch einem Achtel entspricht, sodass bei derselben Massenkonzentra-
tion die Stoffmengenkonzentration um den Faktor acht zunimmt, welche linear in die
lonenstarke einflie3t. Die Wertigkeit hingegen geht quadratisch in die lonenstarke ein
und héngt selbst, Uber die Anzahl an Oberflachenatome, auch quadratisch vom Radius
der[AuNP)| ab. Eine Halbierung der Grd3e flihrt somit dazu, dass der durch die Wertig-
keit bedingte Anteil nur noch 11—6 betragt. Da sich der durch die Konzentration bedingte
Term verachtfacht und der durch die Wertigkeit bedingte Term auf 11—6 reduziert, fUhrt
eine Halbierung der Gr6Be auch zu einer Halbierung der lonenstérke. Sie betragt nur
noch 19 ™ol

Analog zu dieser Uberlegung liegt die lonenstarke fiir [BuNPl einer GréBe von 25 A bei
einer Massenkonzentration von 10 £ bei 10 %"' Bei dieser sehr groben Abschat-
zung der lonenstarke wurden Werte erhalten, bei denen fir DMPCHOligolipidbilagen-
systeme geméan Abbildung [8.23fir lonenstarken, die durch Magnesiumchlorid bedingt
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wurden, bereits Abschirmungseffekte zu erkennen sind. Zudem stand bei diesen Mes-
sungen in Magnesiumchloridlésung die erhéhte Einlagerung von Magnesiumionen bei
héheren Magnesiumchloridkonzentrationen in direkter Konkurrenz zur Abschirmung,
sodass bei diesen Messungen die erhéhte Abschirmung sogar der dominante Effekt
war. Bei der Zugabe von [AuNP] in Wasser, bei der keine Anzeichen fir eine Einlage-
rung der [AuNP|in die Membranen erkennbar waren, bedingt die [AuNPIZugabe hinge-
gen ausschlieBlich eine Abschirmung. Es bleibt somit festzuhalten, dass bereits die
erste [AUNPIZugabe, die zu einer [AuNPHKonzentration von 10 ¥ bei 10 ™™ fijhrt,
Abschirmungseffekte hervorrufen kann.

E [SE-Messungen in Wasser mit Temperaturvariation

In Abbildung [E.1]sind mittels [SEFMessungen bestimmte Gesamtschichtdicken von Oli-
golipidbilagensystemen mit 30 % [DMPC|, 30 % [Chol, 20 % Gramicidin und 20 % gela-
denem Lipid dargestellt. In den Abbildungen E.2 - [E.4] sind [SEFMessungen an
Oligolipidbilagensystemen dargestellt, bei denen mit der Zeit die Temperatur erhfht
wurde, um die Temperaturstabilitat der Systeme zu ergrinden.

Der erste Film, dargestellt in Abbildung [E.2, wurde zunachst in 0,5 °C-Schritten von
21,0 auf 23,5 °C erhitzt. Dabei nahm mit der Zeit die Gesamtschichtdicke ab. Nach tber
80 Stunden erreichte die Gesamtschichtdicke die Halfte des Startwertes bei 23,0 °C.
Der zweite Film, visualisiert in Abbildung wurde von 20,0 °C auf 21,5 °C in 0,5 °C-
Schritten erhitzt. Nach circa 25 Stunden erreichte die Gesamtschichtdicke die Halfte
des Startwertes.

Der dritte Film, dargestellt in Abbildung [E.4} wurde von 17,0 Giber die Zwischenstu-
fen 20,0 °C und 23,0 °C auf 25,0 °C erhitzt. Die ersten 25 Stunden wurde der Film
bei 17,0 °C und 20,0 °C gehalten. Dabei entsprach die gemessene Gesamtschichtdi-
cke noch immer in etwa dem Startwert im wéssrigen Milieu. AnschlieBend wurde die
Temperatur von 20,0 °C auf 23,0 °C erhéht. Nach weiteren sechs Stunden wurde die
Temperatur auf 25,0 °C erhdht. Bei Gber 16 Stunden mit dieser Temperatur entsprach
die Gesamtschichtdicke noch immer knapp 80 % des urspringlichen Wertes in Was-
ser.

In Abbildung ist ein 70 % 30 % [Choll-Oligolipidbilagensystem dargestellt,
welches von 20,0 °C Uber eine Zwischenstufe von 25,0 °C auf 35,0 °C erhitzt wurde.
Dessen Gesamtschichtdicke bleibt nach dem Erreichen des Gleichgewichtszustands
nach dem Beflllen in guter Naherung konstant - auch bei unterschiedlichen Tempera-
turen.
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Abbildung E.1. Mittels bestimmte Gesamtschichtdicke Oligolipidbilagensysteme mit
30 %|DMPQ 30 %[Chol 20 % geladenes Lipid in Form von[DMPG oderlDMTAP und 20 % Grami-
cidin. Nach der Charakterisierung an Luft wurde Wasser zugegeben und die Gesamtschichtdi-
cke mehrmals gemessen. Es wird davon ausgegangen, dass im thermodynamischen Gleich-
gewicht die Gesamtschichtdicke stabil bleibt und der erhaltene Fehler vergleichsweise gering
ist. Dies ist in f(ir den Film (1) mittDMTAB der Fall. Der Quellfaktor in Wasser betrdgt unmittelbar
vor der Magnesiumchloridzugabe (1,46 + 0,02) und liegt damit statistisch signifikant héher als
fir die [DMPC-Oligolipidbilagensysteme wie in Kapitel[6.3 beschrieben. Fiir alle drei Systeme
war die Gesamtschichtdicke nach 1.000 min noch immer gréBer als der Wert an Luft, sodass
die Stabilitdt bedeutend gréBer ist als fir Systeme ohne Gramicidin. Wie zu erkennen ist, war
Film (2) mitDMTAR auch nach iber neun Tagen noch stabil.

In[E.G)ist zu erkennen, dass durch die Zugabe der in Tabelle [6.10]dargestellten[AuNP| 3
die Intensitat des Bragg-Peaks und Kiessig-Oszillationen abnehmen. In Abbildung
sind die Anpassungen der Parameter ¥ und A flr ein DMPC}HOligolipidbilagensystem
in Wasser bei 18 °C dargestellt, welches simultan mittels [Bl und [NRI charakterisiert
wurde. Die Parameter ¥ und A in Abh&ngigkeit der Zeit nach der [AuNP] 3-Zugabe so-
wie deren Anpassungen sind in den Abbildungen und [E.9|dargestellt, wéhrend die
Fehler der angepassten Winkel in Abhangigkeit der Wellenldnge vor und zwei Stunden
nach der[AuNP}Zugabe in Abbildung [E. 10| dargestellt sind.
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Abbildung E.2. Mittels bestimmte =~ Gesamtschichtdicken  des [DMPC-
Oligolipidbilagensystems 1 in Abhangigkeit von der Temperatur und Zeit.

70 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I
1 * Luft20,0°C -
] }}I = - e Wasser 20,0 °C|
60 B 1) Wasser 20,5 °C[”
— ] * Wasser 21,0 °C;
g 50 4 = Wasser 21,5 °CL-
E ] I
2 40 1 = B
S 1 I
Q 1 -
< b L
S : i
® i L
8 20 - N
© i
10 4 B

0 | I e

0 10 20 30
Zeit [h]

Abbildung E.3. Anhand von bestimmte Gesamtschichtdicken des [DMPO-
Oligolipidbilagensystems 2 in Abh&dngigkeit von der Temperatur und Zeit.
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Abbildung E.4. Durch bestimmte  Gesamtschichtdicken  des [DMPC-
Oligolipidbilagensystems 3 in Abh&ngigkeit von der Temperatur und Zeit.
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Abbildung E.5. Mithilfe von[SE bestimmte Gesamtschichtdicken des 70 %[DMPQ 30 %[Chol
Oligolipidbilagensystems in Abhédngigkeit von der Temperatur und Zeit.
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Abbildung E.6. Mithilfe von[NR-Messungen bestimmte Reflexionsprofile der dritten und zwdlf-
ten Kinetikmessung nach[AuNP-Zugabe eines[DMPC-Oligolipidbilagensystems bei 18 <C.
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Abbildung E.7. Anpassung der [SE-Parameter ¥ und A fiir den [DMPO-Film bei 18,0 < in
schwerem Wasser. Die Gesamtschichtdicke wurde der[NB-Anpassung in Tabelle[7.3 entnom-
men und darauf aufbauend die Cauchy-Parameter A und B bestimmt wie sie in Tabelle

dargestellt sind.
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Abbildung E.8. Gemessene V (t)-Werte des[DMPC-Systems bei 18,0 <C. Mithilfe der in Ta-
belle dargestellten Cauchy-Parameter bei 18,0 C wurde die Gesamtschichtdicke anhand
der dargestellten  (t)-Werte und den in Abbildung|E-9 dargestellten A (t)-Werten angepasst.
Es resultiert die in Abbildung|7-11| dargestellte, vialSE ermittelte Gesamtschichtdicke.

< 1 N '
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1 851,1 nm Anpassung [
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Abbildung E.9. Analog zu Abbi/dung ist an dieser Stelle A (t) anstelle von 'V (t) dargestellt.
Die Abweichungen zwischen Messdaten und Anpassungen sind in dieser Abbildung bedeutend
gréBer als in Abbildung [E-8 Besonders fiir die Messwerte, die bei der gréBten Wellenldnge
aufgenommen wurden, resultieren starke Abweichungen.
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Abbildung E.10. Es ist der Fehler der angepassten Winkel ¥ und A des[DMPQO-Systems vor
und zwei Stunden nach der|AuNP-Zugabe in Abhangigkeit von der Wellenldnge bei 18,0 C
dargestellt. Der Fehler der Winkel A ist fir alle Wellenldngen gréBer als der Fehler AV. Wéh-
rend vor der [AuNP-Zugabe die Fehler der Winkel fiir alle Wellenldngen in einem &Ghnlichen
Bereich lagen, nimmt nach derl[AuNP-Zugabe der Fehler AA mit gréBer werdender Wellenlan-
ge stark an. Dies erklart die gréBere Abweichungen zwischen Anpassungen und Messdaten in
Abbildung [E-g verglichen mit Abbildung[E-8§
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F Salzlésungen

F.1 Variation der Bilagenanzahl des DMPC}Systems

In Abbildung [F.1] wurden die Messdaten des in Abbildung [8.4] und Tabelle [8.1] dar-
gestellten DMPC}Systems in 6 mM Magnesiumchloridliésung unter unterschiedlichen
Annahmen angepasst.

101 E L | L | L | 1 |
e 100 % DMPC 6 mM
10° 2 Anpassung, gleicher Lochanteil, 4 Bilagen
] * 100 % DMPC 6 mM
107 Anpassung, Locherzunahme, 4 Bilagen
1072 1. 100 % DMPC 6 mM
.~ Anpassung, gleicher Lochanteil, 6 Bilagen
107 -
x 10-4 _é
10° -
10 -
107 -
10 -
. T I T I T I T I T I T I
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
QAT

Abbildung F.1. Die[NR-Daten des[DMPC-Oligolipidbilagensystems bei einer Magnesiumchlo-
ridkonzentration von 6 mM werden unter der Verwendung unterschiedlicher Annahmen ange-
passt. Dabei wird zundchst angenommen, dass der Lochanteil 31,7 % entspricht - wie auch
bei den Anpassungen des Systems bei allen anderen Magnesiumchloridkonzentrationen. Die
Bilagenanzahl ist dabei um zwei geringer als bei der Anpassung in 50 mM Magnesiumchlo-
ridlésung. Es ist eine klare Diskrepanz zwischen Modellierung und Messdaten im Bereich des
lokalen Minimums zwischen dem ersten und zweiten Bragg-Peak zu erkennen. Bei der zwei-
ten Anpassung wird nicht nur angenommen, dass die Bilagenanzahl um zwei geringer ist als
in 50 mM Magnesiumchloridlésung, sondern auch, dass der Lochanteil von 31,7 % auf 50 %
zunimmt. In Folge dessen verringert sich die Diskrepanz in besagtem Bereich. Bei der dritten
Anpassung wird angenommen, dass der Lochanteil und die Bilagenanzahl bei 6 mM dieselben
sind wie bei der Anpassung in 50 mM Magnesiumchloridldésung. Diese beiden Parameter fiih-
ren dazu, dass die modellierte die gemessene Reflektivitdt - besonders im Bereich des ersten
Bragg-Peaks - deutlich (ibersteigt.
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F.2 (-Potentiale unterschiedlicher Lipide

Um hinsichtlich der (-Potentiale Unterschiede in 50 mM Magnesiumchloridlésung fest-
zustellen, wurden Vesikel bestehend aus 70 % [DMPC], bzw. DMTAP| und DMPG] sowie
30 % [Choll verwendet, sodass der Anteil an geladenem Lipid mit 70 % deutlich héher
war als bei den [NR-Messungen mit Anteilen an geladenen Lipiden im niedrigen ein-
stelligen Prozentbereich. Das Ergebnis der Messungen ist Tabelle [F.1]zu entnehmen.

Tabelle F.1. Erhaltene (-Potentiale unterschiedlicher Lipidsysteme mit einem [Chol-Anteil von
30 % in 50 mM Magnesiumchloridlésung bei 20,0 °C.

GroBe DMTAP DMPC DMPG
¢-Potential [mV] | 19,90 + 0,41 | 14,17 + 0,87 | 11,63 * 0,64

Die in Tabelle [F1]dargestellten Messwerte sind in Abbildung [F.2] visualisiert.

|
20 = -
E 15 —: I :—
g ] £ E
g 107 -
: -
N» 5] * 70%DMTAP 30 % Chol

1 e 70 % DMPC 30 % Chol

o1 * 70%DMPG 30 % Chol

T T T T I T T T T
45 50 55

Magnesiumchloridkonzentration [mM]

Abbildung F.2. Dargestellt sind die -Potentiale von Vesikeln bestehend aus unterschiedlichen
Lipiden mit einem[Chol-Anteil von 30 % in 50 mM Magnesiumchloridlésung.

Trotz der unterschiedlich geladenen Lipide besitzen die zugehdrigen Vesikel in 50 mM
Magnesiumchloridlésung Uberraschenderweise vergleichsweise ahnliche (-Potentiale.

F.3 Gesamtschichtdicken 50 % 50 % [Choll

Die linearen Anpassungen in den Abbildungen - erfolgte mit der Formel
QQ = A+ K - B,wobeies sich bei @ um den Betrag des Impulstransfervektors, bei K
um die Nummer der Kiessig-Oszillation, bei A um den Betrag des Impulstransfervek-
tors bei der Kiessig-Oszillation Null und bei B um die Steigung der Anpassung handelt.
In Tabelle [F-2] sind die aus den Anpassungen in den Abbildungen [F3] - [F.6| erhaltenen
Parameter und die abgeleiteten Gesamtschichtdicken zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung F.3. Dargestellt sind die Positionen der Kiessig-Oszillationen des 50 %
50 %[Chal-Oligolipidbilagensystems in Wasser mit zugehdriger linearer Anpassung.

e 50 % DMPC 50 % Chol 50 mM lineare Anpassung

7,5x1072
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QA"
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Abbildung F.4. Dargestellt sind die Positionen der Kiessig-Oszillationen des 50 % |[DMPC
50 %[Chol-Oligolipidbilagensystems in 50 mM Magnesiumchloridlésung mit zugehériger linea-
rer Anpassung.
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7.5x10% 14 50 % DMPC 50 % Chol 12,5 mM lineare Anpassung
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Abbildung F.5. Dargestellt sind die Positionen der Kiessig-Oszillationen des 50 %
50 % [Chol-Oligolipidbilagensystems in 12,5 mM Magnesiumchloridlésung mit zugehdriger Ii-
nearer Anpassung.
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Abbildung F.6. Dargestellt sind die Positionen der Kiessig-Oszillationen des 50 % |[DMPC
50 %[Chol-Oligolipidbilagensystems in 3 mM Magnesiumchloridlésung mit zugehdriger linearer
Anpassung.

Tabelle F.2. Berechnung der Gesamtschichtdicken des 50 % [DMPC| 50 % [Chall
Oligolipidbilagensystems bei unterschiedlichen Magnesiumchloridkonzentrationen bei 20 °C.

Umgebung | A [A] B[103A™] | dye, [A]

Wasser (-3,18 +4,96)-10% | 4,58 + 0,04 | 1.370 + 10
50 mM (-1,52+0,29)-102 | 4,96 + 0,19 | 1.270 + 50
125mM | (-1,72+1,36)-103 | 4,44 + 0,09 | 1.420 + 30
3 mM (-4,52 +0,06)-102 | 4,83+ 0,16 | 1.300 * 40
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F.4 [DMPCl/in 100 mM Magnesiumchloridléosung
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Abbildung F.7.[XER-Daten einesIDMPC-Oligolipidbilagensystems in 100 mM Magnesiumchlo-
ridlésung mit zugehdérigen Anpassungen. Die Charakerisierung erfolgte eine Stunde und 18
Stunden nach dem das an Luft gehaltene Oligolipidbilagensystem mit 100 mM Magnesium-
chloridlésung in Kontakt gebracht wurde. Nach einer Stunde konnte eine Charakterisierung
durchgefiihrt werden, wobei die Dicke der Wiederholeinheit zu (91,3 # 0,9) A bestimmt wurde.
Das System befindet sich zu diesem Zeitpunkt allerdings nicht in einem Gleichgewichtszustand.
Nach 18 Stunden lassen die Messdaten keine verldsslichen Riickschliisse mehr auf das Sys-
tem mehr zu, wie anhand der angepassten Rauigkeit von (15 + 5) A und einer angenommenen
Auflésung von AQ/Q von 24 % - ohne mégliche Kopplung von Parametern - klar wird.
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F.5 [XBB-Anpassungen

In Abbildung[F.8|sind die Messdaten und zugehdrige Anpassungen von vier 70 %[DMPC]
30 %[Chol-Oligolipidbilagensystemen dargestellt. Dabei wurde angenommen, dass die
[SLDI der Zwischenschichten geringer ist als bei den in Kapitel dargestellten An-
passungen. Die zugehdérigen Parameter sind in Tabelle [F.3|dargestellt.

100 g — E—— e — s
* Magnesiumchloridlésung (1) Anpassung E_

10" * Magnesiumchloridlésung (2) Anpassung [
Kalziumchloridlésung (1) Anpassung £

102 Decsscs e Kalziumchloridldsung (2) Anpassung |
107 L
10 L

R
3 3
(o] (6]
IIIIII|,|J IIIII|_|_|] IIIII|_|_|] IIIII|_|_|J IIIII|_|_|J 11111l IIIIIIIII IIIII|_|_|] 1111

0 0,05 0,1 0,15 0,2
QA"

Abbildung F.8. [XRR-Messdaten von vier Oligolipidbilagensystemen bestehend aus
70 %[DMPQ 30 %[Chol mit zugehériger Anpassungen mit geringerer[SLD im Zwischenschich-
tenbereich als das in Kapitel der Fall ist. Zwei Systeme wurden in 50 mM Magnesium-
chloridlésung charakterisiert, die anderen beiden in 50 mM Kalziumchloridlésung. Durch die
Verringerung der[SLD im Bereich der Zwischenschichten ist die Anpassungsglite geringer als
bei den in Abbildung|8.76 dargestellten Anpassungen.
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Tabelle F.3. [XBRIParameter der Oligolipidbilagensysteme bestehend aus 70 %
30 % in 50 mM Magnesiumchlorid- und 50 mM Kalziumchloridlésung bei 20,0 °C mit

geringerer [SLD]im Zwischenschichtenbereich als in Tabelle [8.13

Parameter 50 mM Mag- 50 mM Mag- 50 mM Kal- | 50 mM Kal-
nesiumchlorid- | nesiumchlorid- | ziumchlorid- | ziumchlorid-
l6sung (1) l6sung (2) I6sung (1) l6sung (2)

S o) 7 7 12 7

> [A] 5,0+0,7 5,0+0,7 54+0,7 6,1+0,6

N 13 11 10 12

dw1 [A] 25+ 3 26+ 2 20+3 18 + 4

dy» [A] 46,6 + 0,6 47,0+ 0,6 58,1+09 |57,8+0,7

dys [A] 124 +5 122 + 4 136 + 8 130 +5

dw4 [A] 20 + 20 20 + 20 60 + 14 60 + 14

psi kops [108 A2] | 10,62 £0,14 | 10,62+0,14 |10,84+0,16 | 10,84 + 0,16

lonen pro 0,49 + 0,24 0,49 + 0,24 0,52+0,16 |0,52+0,16

Kopfgruppe

psi Kewe [108 A2] [ 9,0 9,0 9,0 9,0

pse v [108 A2] | 9,38 9,38 9,39 9,39

ps v [10€ A2] | 9,55+ 0,06 9,55 + 0,06 9,65+ 0,09 |9,65+0,09

dyy, [A] 103,5+0,6 103,9+ 0,6 115,0+0,9 | 1159+0,6

dges [A] 1.355+ 8 1150+ 7 1.132+11 | 1.377+8

X2 1,56 1,62 1,56 1,40

In Abbildung[F.9]sind die Daten und Anpassungen der 70 % DMPCI30 %[Chol-Systeme
in 50 mM Magnesiumchlorid- und 50 mM Kalziumchloridlésung vor und nach der Zuga-
be der in Tabelle gelisteten [AuNP| 3 dargestellt, unter der Annahme, dass die
der Zwischenschichten geringer ist als bei den in Kapitel dargestellten Anpas-
sungen. Die verwendeten Parameter des Systems in Magnesiumchloridlésung sind in
Tabelle [F.4und die Parameter des Systems in Kalziumchloridlésung sind in Tabelle [F.5]
dargestellt.

A36



F. Salzlbsungen

103 L L L L | L L L L | L L L L L L L L | L L L
107 * 50 mM MgCl, Anpassung
e 50 mM MgCl, + 10 pg/mL AuNP Anpassung
10° 50 mM MgCl, + 40 pg/mL AuNP Anpassung
10° g¢ e 50 mM CaCl, Anpassung
107 50 mM CaCl, + 10 pg/mL AuNP Anpassung

Anpassung

1 0'2 0cSSSoy

50 mM CaCl, + 40 pg/mL AuNP

o3
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0 0,05 0,1 0,15 0.2
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Abbildung F.9. Dargestellt sind die[XBR-Daten mit geringerer[SLD im Zwischenschichtenbe-
reich als in Tabelle - von zwei Oligolipidbilagensystemen bestehend aus 70 %
30 %[Chol. Eines wurde in 50 mM Magnesiumchlorid- und das andere in 50 mM Kalziumchlo-
ridlésung charakterisiert - vor und nach den Zugaben von groBen[AuNP bei 20,0 °.
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Tabelle F.4. XBR-Parameter der Oligolipidbilagensysteme bestehend aus 70 % [DMPC
30 % in 50 mM Magnesiumchloridlésung bei 20,0 °C mit geringerer [SLD| im Zwischen-

schichtenbereich als in Tabelle - vor und nach der Zugabe an groBen [AuNPL

Tabelle F.5. [XBRParameter der Oligolipidbilagensysteme bestehend aus 70 % [DMPC
30 %[Challin 50 mM Kalziumchloridldsung bei 20,0 °C mit geringerer [SLD]im Zwischenschich-

Parameter ohne[AuNPl | 10 X4 [AuNP] | 40 &2

2L o] 8 8 8

S [A] 50+0,7 50+0,7 50+0,7
N 11 11 11

dy1 [A] 26+ 2 22+ 2 22+3

dy» [A] 47,0£0,6 |46,1+0,5 |451+06
dys [A] 122 + 4 124 + 3 122 + 4
dya [A] 20 + 20 60 + 20 60 + 20
pst xops [108 A2] | 10,62 £0,14 | 10,62 £ 0,14 | 10,62 + 0,14
psi rene [10° A?] | 9,0 9,0 9,0

pst v [10€ A2] | 9,38 9,38 9,38

pst wi_a [108 A2] | 955 +0,06 |9,55+0,06 |9,55+0,06
dywn, [A] 103,9+0,6 |103,0+0,5 |102,0+0,6
dges [A] 1.150 + 7 1.140 £5 1130 +7
X2 1,62 1,25 0,97

tenbereich als in Tabelle[8.13|- vor und nach der Zugabe an groBen [AuNPl

A38

Parameter ohne[AuNP]| | 10 £ [AuNP] | 40 L9 [AuNP|
S o] 7 7 7

> [A] 6,4+0,2 6,4+0,2 6,4+ 0,2

N 12 12 12

dy1 [A] 18+ 4 18+3 113

dy [A] 57,8+0,7 |56,3+06 |549+0,6
dys [A] 130 +5 95+5 88+4

dya [A] 60 + 14 60 + 14 60 + 14
pst xops [108 A2] | 10,844 0,16 | 10,84 £ 0,16 | 10,84 £ 0,16
psi wene [10° A2] | 9,0 9,0 9,0

ps v [108 A2l | 9,39 9,39 9,39

pst wi-a [10€ A2] | 9,68 +0,09 |9,68+0,09 |9,680,09
dwn [A] 116,1+0,6 | 113,2+0,7 | 111,8+0,6
dges [A] 1.377+8 |1.303+8 1.276 +7

X 1,25 0,99 1,82
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In den Gleichungen bis [F.5] sind die berechneten [AUNP-GroBen dargestellt, die
erhalten werden, wenn als Referenz die in Tabelle gelisteten Werte verwendet
werden. Dabei wird analog zu Kapitel verfahren und entsprechend von Glei-

chung[8.19/ausgegangen.

o

r (50 mM Magnesiumchloridlésung, 10 rl;—gLMD = (12 £ 2) A (F.1)

r <50 mM Magnesiumchloridlésung, 40 rtl]—gLMD = (13 +£ 3) A (F.2)

(50 mM Kalziumehloridiésung, 10 #T%MD _ (16 +5 A (F3)

(50 mM Kalziumehloridiésung, 20 —gm) _ (16 +5 A (F4)

U
mL

(50 mM Kalziumehloridiésung, 40 r‘:‘—% BUNP) = (14 = 5) A (F5)
Die in den Gleichungen bis erhaltenen Werte sind erwartungsgeman mit 12 A -
16 A gréBer als die Werte in den Gleichungen|[8.8]bis[8.12 mit 8 A - 13 A. Die Messda-
ten eines 70 % 30 % [CholF-Oligolipidbilagensystems in vor und nach der
[AuNP 1-Zugabe ist in Abbildung [F-10]dargestellt.
| L | L | L | | | | | | L | L |

10°0 Feeecces 70 % DMPC 30 % Chol PBS -
] 70 % DMPC 30 % Chol PBS + 10 pg/mL AuNP [

10" —; - =
3 .- E
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3 - -.-_._ E
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o . 1 -o-+ - C
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Abbildung F.10. [XER-Daten eines 70 % 30 % [Chol-Oligolipidbilagensystems in
bei 20,0 <C vor und eine Stunde nach der Zugabe von 10 t9[AuNP der GréBe 500 A. Dabei
wurde nicht lberpriift, ob das System bereits nach einer Stunde in einem Gleichgewichtszu-
stand vorlag, da das erhaltene Reflexionsprofil keine aussagekréftige Modellierung der Daten
ermdglicht - unabhédngig davon, ob es im Gleichgewichtszustand vorliegt oder sich die Reflek-
tivitat weiter dndert.
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