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Kurzzusammenfassung

Neutronenreflektometrie ist eine zerstérungsfreie Methode der Untersuchung schichtférmig aufgebauter
Proben, die die Mdglichkeit bietet, deren Aufbau und Zusammensetzung zu ermitteln. Jedoch ist die
Auswertung erhaltener Reflexionsprofile aufwandig und kann haufig mit mehreren Modellen &hnlich
gut beschrieben werden. Besonders fur Untersuchungen weicher Materie sind so fundierte Aussagen zu
den Eigenschaften der Probe oft nicht mdglich. Um diese Probleme zu beheben hat sich die Anwendung
komplementérer Messtechniken bewéhrt, womit der mogliche Parameterraum der zur Anpassung der
Reflexionsprofile verwendeten Modelle eingegrenzt wird. Diese Techniken kénnen an separaten Proben
oder zur parallelen Charakterisierung an einer einzigen Probe angewandt werden. Letzteres bietet den
Vorteil, dass mdgliche Probe-zu-Probe Unterschiede vermieden werden.
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Entwicklung zweier Messaufbauten zur parallelen
Anwendung von Neutronenreflektometrie, ATR-Infrarotspektroskopie und spektraler Ellipsometrie.
Die parallele Verwendung dieser Techniken ermdglicht es, ihre individuellen Schwéchen
auszugleichen. Die Messaufbauten wurden als mobile Aufsétze fur zwei Reflektometer des Institut
Laue-Langevin in Grenoble, Frankreich entwickelt, von denen eines fiir horizontale und das andere fir
vertikale Probenorientierungen ausgelegt ist. Die Entwicklung des Aufbaus flr horizontale
Probenorientierungen wird anhand mehrerer Entwicklungsstufen beschrieben. Dabei werden die
Erkenntnisse der einzelnen Stufen anhand von Pilotexperimenten gezeigt und die daraus gefolgerten
Schlusse flr die Weiterentwicklung des Aufbaus dargelegt. Der zweite Aufbau wird dann ohne
Prototypen oder Zwischenstufen auf Grundlage der Erkenntnisse des ersten Aufbaus entworfen. Die
Aufbauten demonstrieren das Potential komplementarere Messapparaturen zur Untersuchung weicher
Materie, insbesondere fiir kinetische Messungen, wobei auch die abweichenden Ergebnisse der
einzelnen Methoden sowie etwaige Probleme, die beim Umgang mit den Apparaturen auftreten kdnnen,
aufgezeigt werden.
Mithilfe der Messaufbauten, sowie separater Messungen mit den darin kombinierten Techniken wird
die Interaktion von Gold-Nanopartikeln und Salzlésungen mit biomimetischen Lipid-Membranen
unterschiedlicher Komplexitat untersucht. Es werden zunéchst die Eigenschaften von DMPC-
Oligobilagen in trockenem Zustand untersucht und die Phaseniibergangstemperatur mithilfe von IR-
Spektroskopie Uberpriift. Die Untersuchung der Interaktion mit Fremdmolekiilen erfolgt dann in
wassrigem Milieu. Einlagerung von Cholesterol und eines integralen Membranproteins zeigt
stabilisierende Effekte auf die Oligobilagen. Eine Anlagerung eines peripheren Membranproteins an
geladene oberflachenadsorbierte Bilagen wird demonstriert. Zwar kann ein Einfluss der Nanopartikel
auf die Bilagenstrukturen gezeigt werden, jedoch keine Anzeichen auf Anderungen der Strukturen
beider Proteine.
In weiteren Untersuchungen wird der enzymatische Verdauungsprozess von Membranproteinen durch
eine Peptidase untersucht. Hierbei werden neben den Proteinen auch biologische Membranen
verwendet. Wéhrend das integrale Protein keinen Abbau durch die Peptidase zeigt, kann fur das
periphere Protein, sowie die die biologischen Membranen ein Abbauprozess gezeigt werden. Im Falle
der letztgenannten Proben wird auch die kinetische Untersuchung des Prozesses gezeigt.
Darliber hinaus werden mithilfe off-spekularer Neutronenreflektometrie die mechanischen
Eigenschaften von Lipid-Multilagen untersucht, sowie der Einfluss von Polyelektrolyten auf diese. Die
I



Polyelektrolyte stellen dabei ein Modellsystem der zur Behandlung von Arthrose verwendeten
Viskosupplementation mit Hyaluronsaure dar. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen einen
starken Quellprozess durch die Einwirkung der Polyelektrolyte, jedoch sind die erhaltenen
mechanischen Parameter aufgrund der Datenqualitat wenig aufschlussreich.
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Abstract

Neutron reflectometry is a non-destructive method of examining samples with a layered structure, which
enables the determination of their structure and composition. However, evaluation of the obtained
reflection profiles is complex and can often be described similarly well using several models.
Particularly for investigations of soft matter, it is often not possible to make well-founded statements
about the properties of the sample. To overcome these problems, the use of complementary measurement
techniques has proven to be effective, limiting the possible parameter space of the models used to fit the
reflection profiles. These techniques can be used with separate samples or a single sample for parallel
characterization. The latter offers the advantage of avoiding possible sample-to-sample differences.
The present work deals with the development of two measurement setups for the parallel application of
neutron reflectometry, ATR infrared spectroscopy and spectral ellipsometry. The parallel use of these
techniques makes it possible to compensate for their individual weaknesses. The measurement setups
were developed as mobile attachments for two reflectometers at the Institute Laue-Langevin in
Grenoble, France, one of which is designed for horizontal and the other for vertical sample orientations.
The development of the setup for horizontal sample orientations is described based on several
development stages. The findings of the individual stages are shown on the basis of pilot experiments
and the conclusions drawn for the further development of the setup are presented. The second setup is
then designed without prototypes or intermediate stages based on the findings of the first setup. The
setups demonstrate the potential of complementary measuring techniques for investigating soft matter,
particularly for kinetic measurements, while also highlighting the deviating results of the individual
methods and any problems that may arise when handling the setups.

The interaction of gold nanoparticles and salt solutions with biomimetic lipid membranes of varying
complexity is investigated using the measurement setups and separate measurements with the techniques
implemented in the combined setup. First, the properties of DMPC oligobilayers in the dry state are
investigated and the phase transition temperature is checked using IR spectroscopy. The interaction with
foreign molecules is then investigated in an aqueous environment. Incorporation of cholesterol and an
integral membrane protein shows stabilizing effects on the oligobilayers. Attachment of a peripheral
membrane protein to charged surface-adsorbed bilayers is demonstrated. Although an influence of the
nanoparticles on the bilayer structures can be shown, there is no evidence of changes in the structures
of both proteins.

In further investigations, the enzymatic digestion process of membrane proteins by a peptidase is
studied. In addition to the proteins from previous investigations, biological membranes are used. While
the integral protein shows no degradation by the peptidase, a degradation process can be shown for the
peripheral protein and the biological membranes. In the case of the latter samples, kinetic investigation
of the process is also shown.

In addition, off-specular neutron reflectometry is used to investigate the mechanical properties of lipid
multilayers and the influence of polyelectrolytes on them. The latter represents a model system for
viscosupplementation with hyaluronic acid used in the treatment of osteoarthritis. The results of these
investigations show a strong swelling process due to polyelectrolytes, but the mechanical parameters
obtained are not very informative due to the quality of the data.
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1. Einleitung und Motivation

1. Einleitung und Motivation

Bei der Reflektometrie handelt es sich um eine zerstorungsfreie Methode zur Untersuchung von Aufbau
und Zusammensetzung schichtformig aufgebauter Proben.!! Dabei werden diese unter flachem Winkel
mit Rontgen- oder Neutronenstrahlung beleuchtet. Erstere Variante wird Rontgenreflektometrie genannt
(X-ray reflectometry, XRR), letztere ist die Neutronenreflektometrie (NR). Die Reflexion der Strahlung
wird in Abhéngigkeit von Einfallswinkel oder Wellenldnge gemessen, wobei Interferenzmuster
entstehen, deren Lage und Intensitit Informationen zum Probenaufbau tragen.!?! Dabei ist jedoch der
Grofiteil der beinhalteten Informationen nicht direkt aus den Messdaten zugénglich. Stattdessen wird
eine Modellierung der gemessenen Reflexionsprofile anhand einem geeigneten Probenmodell
durchgefiihrt.®! Oft ist der ungefidhre Aufbau der Probe initial bereits bekannt, weshalb hierfiir
Grundannahmen mithilfe von Literaturwerten getroffen werden konnen.¥ Ein héufiges
Anwendungsgebiet der Reflektometrie ist die Untersuchung weicher Materie. Jedoch sind gerade hier
die in den Reflexionsprofilen enthaltenen Peaks und Oszillationen oft nur schwach ausgepragt oder zum
Beispiel aufgrund von UnregelméBigkeiten im Probenaufbau verbreitert..! Somit ist haufig unklar, ob
das genutzte Modell die Probe tatséchlich beschreibt oder nur zufillig ein dhnliches Reflexionsprofil
vorhersagt. Daher ist es wichtig, zusétzliche Informationen zur Probe zur Verfiigung zu haben, die zur
Verfeinerung der genutzten Modelle fithren. Fin etablierter Ansatz hierfiir ist die Verwendung
komplementérer Messtechniken. Durch die zusétzliche Charakterisierung der Probe mithilfe dieser
werden erginzende Informationen erhalten. Die verwendeten Techniken reduzieren so gegenseitig den
Spekulationsraum bei der jeweiligen Dateninterpretation.®® Als besonders wertvoll hat sich dabei die
parallele Untersuchung der Proben mit komplementéren Techniken erwiesen, da dies zusétzlich den

Vorteil bietet, Probe-zu-Probe Unterschiede zu vermeiden.”

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zwei Messaufbauten fiir Neutronenreflektometer des Institut
Laue-Langevin in Grenoble, Frankreich zu konstruieren. Diese sollten neben NR die Moglichkeit der
parallelen  Probenuntersuchung durch Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie  (FTIR-
Spektroskopie) in abgeschwichter Totalreflexion (attenuated total reflection, ATR) und spektraler
Ellipsometrie (SE) eroffnen. Die Aufbauten waren dabei als mobile Aufsitze fiir die Probentische der
Reflektometer gedacht, womit weiterhin die flexible Nutzung der Reflektometer ermdglicht werden
sollte. Interessierte Forschungsgruppen konnen die konstruierten Messaufbauten verwenden, um
ihrerseits die Vorteile komplementidrer Messtechniken zu nutzen. Diese sollten anhand einer Reihe von
Pilotexperimenten demonstriert werden, welche auflerdem Aufschluss iiber etwaige Probleme liefern
und zur Verbesserung der Aufbauten genutzt werden sollten.

Mithilfe der kombinierten Messaufbauten, sowie separater Untersuchungen mithilfe von NR, XRR,
ATR-FTIR-Spektroskopie und SE sollten auBerdem die Interaktionen von Nanopartikeln (NP) mit
biomimetischen Membranen unterschiedlicher Komplexitit untersucht werden. Hauptaugenmerk lag
dabei auf der Untersuchung moglicher nanotoxischer Effekte der Partikel.

NPs sind groBtenteils synthetische Materialien, welche viele niitzliche Eigenschaften haben, die sie von
ihren makroskopischen Gegenstiicken unterscheiden. Sie sind somit fiir Wissenschaft und Industrie von
groBem Interesse. So zeigen beispielsweise Gold-Nanopartikel (AuNP) in Abhéngigkeit von ihrer Grofe

1



1. Einleitung und Motivation

eine starke frequenzabhingige Oberflichenplasmonenresonanz, wodurch sie in Farben erscheinen,
welche fiir gewdhnlich nicht mit dem Edelmetall assoziiert werden. Somit sind unter anderem fiir den
Einsatz in Optiken und Sensoren von Interesse.”’ Dariiber hinaus sind sie vielversprechende
Tragermaterialien fiir Medikamente in der Krebstherapie, da sie so funktionalisiert werden kdnnen, dass
sie sich explizit in den betroffenen Organen anreichern und somit negative Nebenwirkungen der
Chemotherapie reduziert werden.!'” Durch Lichteinstrahlung ist ferner eine Erhitzung von ein- oder
angelagerten AuNPs und dadurch eine lokale Schidigung von Krebsgewebe moglich.!'!
Nichtsdestoweniger birgt die stindig wachsende Exposition mit NPs erhebliche und zum Teil noch
unbekannte gesundheitliche Risiken, insbesondere da sie aufgrund ihrer diversifizierten
Anwendungsbereiche auf unterschiedliche Arten in Organismen eindringen kénnen, wie Absorption
iiber die Haut, Verschlucken oder Einatmen.!'”) So wird beispielsweise das Einatmen von NPs in
Feinstaub mit einem erhohten Risiko an Lungenkrebs zu erkranken in Verbindung gebracht.[*! Bislang
ist der Finfluss von Nanomaterialien auf Mensch und Umwelt noch unzureichend aufgeklért und

Gegenstand aktueller Forschung.

Fiir vorliegende Arbeit sollte Interaktion von kationischen AuNPs mit biomimetischen Membranen auf
nanotoxische Wirkung, also Schiadigung des Gewebes oder Funktion der Biomolekiile durch NPs
untersucht werden. Hierzu werden Lipid-Oligobilagen prépariert, bestehend aus 10 bis 20 Bilagen,
womit ein stiarkerer Kontrast in den Reflexionsprofilen erreicht werden kann, als dies bei einzelnen
substratgebundenen Bilagen der Fall ist. Somit sollte auch der Einfluss der NPs deutlicher sichtbar
gemacht werden konnen. Dariiber hinaus sind — mit Ausnahme der untersten, substratgebundenen Bilage
— die einzelnen Lipidlagen weitgehend vom Tragermaterial entkoppelt und spiegeln somit die native
Situation besser wider. Zundchst wird ein einfaches System aus reinen Phospholipiden untersucht,
welches anschliefend durch Inkorporation von Sterolen und Membranproteinen zu einem mdglichst
naturnahen Modellsystem fiir Zellmembranen erweitert wird. Ebenso werden Zellmembranen aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum (SR-Membranen) von Hasen-Muskelgewebe untersucht, welche von der
Arbeitsgruppe Tanaka, Universitit Heidelberg zur Verfiigung gestellt wurden. Neben der Interaktion von
Lipidfilmen mit NPs wird auch der enzymatische Abbau proteinhaltiger Modell- und SR-Membranen
durch das Verdauungsenzym Chymotrypsin untersucht.

Lipidfilme spielen auch in natiirlichen Gelenken eine wichtige Rolle. Hier bedecken sie die
Knorpelschicht und sorgen zusammen mit der Hyaluronsdure (hyaluronic acid, HS) enthaltenden
Synovialfliissigkeit fiir eine deutliche Reibungsverminderung bei der Gelenkbewegung. Ein Abbau der
Lipidschicht und nachfolgende Schidigung des Knorpels ist eine wesentliche Ursache fiir Arthrose.
Medizinische Studien zeigen, dass in erkrankten Gelenken Konzentration und Molekulargewicht
(molecular weight, MW) der HS reduziert sind. Mit einer neueren Behandlungsmethode, der
sogenannten Viskosupplementation, wird daher versucht, durch Einspritzen von HS in das Gelenk dieses

14-151 Die Wirksamkeit der Methode wird jedoch bislang kontrovers diskutiert.

wieder zu regenerieren.!
In weiteren Untersuchungen soll daher der Einfluss von Polyelektrolyten, die als Ersatzstoffe fiir HS
dienen, auf die mechanischen Eigenschaften von Lipid-Bilagen untersucht werden, um Riickschliisse
auf ihre Stabilitdt zu ziehen. Hierfiir kommt off-spekulare Neutronenreflektometrie zum Einsatz, um die
Biegesteifigkeit und Kompressibilitit von Lipid-Multilagen zu bestimmen. In vorherigen
Untersuchungen wurde gezeigt, dass die eingesetzten Polyelektrolyte einen vergleichbaren Einfluss auf

das Quellverhalten und die Stabilitéit von Lipid-Oligobilagen gegen Scherkréfte haben wie HS. Es ist
2



1. Einleitung und Motivation

somit naheliegend, dass sich dies auch in den mechanischen Eigenschaften der Lipidfilme widerspiegelt,
was mit den hier présentierten Untersuchungen nachgewiesen werden soll. Somit sollen tiefere

Einblicke in die zugrundeliegenden Prozesse der Viskosupplementation gewonnen werden.






2. Theoretische Grundlagen

2. Theoretische Grundlagen

2.1. Reflektometrie

Reflektometrie von Neutronen und Rontgenstrahlung ist eine oberflachensensitive Messtechnik,
mithilfe derer die chemische Zusammensetzung und der Aufbau diinner Proben auf unterschiedlichen
Substraten bestimmt werden kann. Hierbei wird ein einfallender Strahl unter kleinen Winkeln an
Grenzschichten reflektiert. Interferenz der teiltransmittierten Strahlung fuhrt dabei zu einer Abweichung
der gemessenen reflektierten Intensitat von der sogenannten Fresnel-Reflexion, welche einen Abfall
proportional zur vierten Potenz des Streuvektors vorhersagt. Durch Analyse der so aufgenommenen
Reflexionsprofile konnen Rickschlisse auf den Aufbau der Probe gezogen werden. Anwendung findet
die Reflektometrie haufig in der Untersuchung biomolekularer Schichten, wie Lipid-Bilagen, jedoch
auch in der Materialforschung an harter Materie.?-3 161

Im Folgenden werden die theoretischen Grundlagen der NR nach einschlagiger Literatur?3 1729
hergeleitet, wobei an den relevanten Stellen auf Unterschiede zu XRR hingewiesen wird. Die
mathematischen Grundlagen beider Methoden sind jedoch analog und die Unterschiede entstehen
hauptséchlich durch die unterschiedliche Interaktion beider Strahlungen mit Materie.

Betrachtet man eine unendlich breite und perfekt flache Oberflache eines homogenen Materials, so sind
ihre Reflexionseigenschaften durch ihren Brechungsindex n,, und den des umgebenden Mediums n,
definiert. FUr ein Substrat in Luft oder im Vakuum gilt n, = 1. Ein einfallender monochromatischer
Neutronenstrahl kann tiber seinen Winkel relativ zur Oberfldche 8 und den Betrag seines Wellenvektors

|[ko| = ko beschrieben werden. Im Vakuum betragt letzterer ko = 2m/A mit der De-Broglie-
Wellenlange A. Der Brechungsindex kann dabei tber das Verhaltnis der Wellenvektoren im Medium
k., relativ zum umgebenden Medium k definiert werden:

kK 22 22

A _k_g=1_?Nbcoh=1_?pcoh+i'ip (2.1)

nm
Hierbei bezeichnet N die Teilchenzahl und b, die kohérente Streuldnge. Diese stoffspezifische GroRe
beschreibt die Amplitude der Wechselwirkung zwischen Atomkern und Neutron und hat typischerweise
eine GréRenordnung von 1012 cm. Die genauen Werte sind dabei ohne Trend uiber das Periodensystem
verteilt und kénnen sowohl positiv als auch negativ sein. Das Produkt Nb.,, wird als die kohdrente
Streuldngendichte (SLD) p.,n bezeichnet und kann in einem homogenen Material als konstant
angesehen werden. Es handelt sich um eine wichtige GroRe, welche Aufschluss tber die chemische
Zusammensetzung der Probe geben kann. Im Gegensatz dazu findet bei XRR die Interaktion der
Rontgenstrahlung mit Elektronen statt. p.,, xrg ist in diesem Fall immer positiv und hangt ma3geblich
von der Ordnungszahl der streuenden Atome ab. Es sei angemerkt, dass b.,y, und somit auch p.,p, eine
komplexe Grolie ist. Wahrend der Realteil die Streuung beschreibt, beschreibt der Imaginarteil die
Absorption der Strahlung durch das Material. Der Imagindrteil von p.,, wird imaginére
Streuldngendichte (iSLD) genannt. In den Reflexionsprofilen dufiern sich diese durch eine Absenkung
der Reflektivitdt, sowohl der beobachteten Strukturen als auch der Totalreflexionskante (siehe unten).
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Abbildung 2.1: Elastische Reflexion eines einfallenden Neutronen- oder Rontgenstrahls kj unter dem
Winkel 8 > 6, an einem Substrat unter Luft. Ein Teil der Strahlung tritt in das Substrat mit dem

Wellenvektor k,,, ein.?!

Fur NR ist die iSLD meistens vernachlassigbar klein. Fir Materialien die neutronenabsorbierende
Elemente wie Gadolinium oder Bor enthalten, muss diese GroRe jedoch beriicksichtigt werden. 2%

Fir Neutronenwellenldngen im Bereich weniger A und den obengenannten typischen GréRen fiir p.op,
istn immer nahe 1, weshalb Reflexion und Streuung nur bei kleinen Winkeln 68 ~ 1° beobachtet werden
konnen. Es ergibt sich eine Vereinfachung von Gleichung (2.1):

AZ

iy ~1-— Epcoh (2.2)

Bei der Reflexion an Oberflachen kann beobachtet werden, dass bei kleinem 6 die Strahlung vollstandig
reflektiert wird und keine Transmission in das bestrahlte Material stattfindet. Dieser Effekt wird
Totalreflexion genannt. Der Winkel, unter dem Totalreflexion eintritt, wird kritischer Winkel 8, genannt
und lésst sich tiber das Snellius‘sche Brechungsgesetz berechnen. Bei Reflexion unter Luft gilt somit:
cosf; =n,, - cosb
' m " (2.3
cosf, =ny,

0; beschreibt den Winkel des einfallenden Strahls und 6,, den des an der Grenzflache gebrochenen
Strahls im Medium mit Brechungsindex n,, (siehe Abbildung 2.1). Der kritische Winkel ergibt sich fir
die Bedingung 6,, = 0. Mit Gleichung (2.2) gilt:

sinf, = p‘;”‘z (2.4)

Totalreflexion ist nach Gleichung (2.4) nur méglich, wenn p.,, > 0, was im Falle von NR nicht fiir alle
Substrate gegeben ist. So kann zum Beispiel an einer Luft/H,0-Grenzflache bei einfallendem
Neutronenstrahl von der Luftseite Totalreflexion nicht erzielt werden, da aufgrund der negativen
Streuldange von Wasserstoff py,o < 0. Durch isotopische Substitution des Substrats kann pcop
beeinflusst werden, somit ist Totalreflexion an der Luft/D,0 Grenzflache bei einem Neutroneneinfall
von der Luft-Seite moglich. Es sei darauf hingewiesen, dass dieses Phdnomen fir Rontgenstrahlung
nicht auftritt, da hier wie oben beschrieben immer gilt p.,p xgr > 0.
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Abbildung 2.2: Reflexion eines einfallenden Neutronen- oder Rontgenstrahls kT{ unter dem Winkel
6 > 6. an einem Substrat mit dinner Beschichtung. Analog zu Abbildung 2.1 findet teilweise

Reflexion und Transmission an den Grenzflachen statt. Die reflektierten Anteile k7 und k_;)
interferieren je nach entstandenem Phasenunterschied konstruktiv oder destruktiv und erzeugen so
charakteristische Interferenzmuster in den aufgenommenen Reflexionsprofilen. !

Um die obigen Zusammenhdnge zu verallgemeinern, wird anhand der Wellenlange und des
Einfallwinkels des Neutronenstrahls der Streuvektor (j definiert:

_—

é) _ kT - kO
a0 (2.5)
5 2msin@
|Q| =Q = 3

k_r) und k_o) sind die Wellenvektoren des reflektierten respektive einfallenden Neutronenstrahls. Q
entspricht somit der Projektion von IZ auf die z-Achse senkrecht zur Oberflache (siehe Abbildung 2.4).
Analog zu (2.4) kann auch der kritische Streuvektor Q. definiert werden, unter welchem die
Bedingungen fur Totalreflexion gegeben sind.

Q¢ = 2/TPcon (2-6)

Falls das Medium des einfallenden Strahls nicht Luft ist, wird die Lage der Totalreflexionskante
stattdessen Uber die Differenz der SLD von reflektierendem und dem urspriinglichen Medium des
Strahls Apcon = Peonm — Peon,o Derechnet:1?]

Qc = 24/mApcon (2.7)

Weiter muss auch der Fall betrachtet werden, dass die Reflexion nicht nur an einer Grenzflache auftreten
kann, sondern auch an einem System aus vielen einzelnen Schichten. Ein einfallender Neutronenstrahl
wird hierbei, unter der Annahme, dass in keinem Fall Totalreflexion auftritt, an jeder Grenzflache
teilweise transmittiert und reflektiert. Der Reflexionskoeffizient R an der Grenzflache zwischen den
Lagen p und p + 1 ist definiert als der Quotient der Intensitaten des einfallenden Stahls B, und des
reflektierten Strahls A,,. Trifft ein Strahl im Vakuum auf eine ideale planare Grenzflache, so ergibt sich
die sogenannte Fresnel-Reflexion, welche abhéngig von den SLD des reflektierenden Mediums py ist:
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B2 le+Qsl
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Hierbei gilt Q2 = 4mp, und Q2 = Q2 — Q2. Unterhalb von Q. findet Totalreflexion an der Oberflache
statt. Somit kann anhand der Lage der Totalreflexionskante in einem typischen Reflexionsprofil die SLD
des Substrats pg bei der Messung unter Luft sehr exakt bestimmt werden, was ein zuverlassiges
Instrument zur Bestimmung von dessen chemischer Zusammensetzung darstellt. Ist Q > Q., so gilt
R « Q~*. Daraus folgt, dass der Anteil der reflektierten Strahlung mit steigendem Streuwinkel immer
stark abfallt, gleich welche Probe untersucht wird. Um Unterschiede im Reflexionsverhalten sichtbar zu
machen, werden logarithmische Auftragungen verwendet. Auch wird anstelle der Reflexion von R(Q)
haufig die sogenannte Fresnel-Auftragung f(Q) = RQ* verwendet, welche die obengenannte
Proportionalitdt kompensiert und somit schwache Abweichungen vom idealen Verhalten der
Reflexionsprofile besser sichtbar macht.

Ry (2.8)

Befindet sich eine homogene Schicht der Dicke d auf der Oberflache des untersuchten Substrats findet
oberhalb von Q. Reflexion und Transmission an allen Grenzflachen der einzelnen Phasen statt (siehe
Abbildung 2.2). Es handelt sich hierbei um ein 3-Phasen-System, bestehend aus Substrat, der
aufgetragenen Schicht und der Umgebung (zum Beispiel Luft). Der einfallende Neutronenstrahl wird
dabei an der ersten Grenzflache (z = 0) teilweise reflektiert. Der tbrige Teil der Strahlung dringt in die
erste Schicht ein und wird an der inneren Grenzflache (z = d) erneut teilweise reflektiert und
transmittiert. Die Brechungswinkel werden dabei wie im vorherigen Fall durch die Brechungsindizes n;

T T T T T T T T T

100 [ . ]
3 Parameter der Schicht / E

[ ohne Schicht ]

, Fo\ —50A, p=35A2 Schicht ~~y. E
107 F ——100 A, p=3,5 A2 3

L ---100A, p=2,0A2 __

4 [
g 104F

108 L

QAT

Abbildung 2.3: Simulation des Reflexionsprofils eines Neutronenstrahls an einer idealen D,0-
Oberflache. Durch das Aufbringen einer arbitraren Schicht entstehen Kiessig-Oszillationen, deren
Periodizitat abhangig von der Dicke der Schicht ist. Die Intensitat der Interferenzmuster ist abhdngig
von der Differenz der SLD von D, 0 und der Schicht.
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Abbildung 2.4: Simulation des Reflexionsprofils eines Neutronenstrahls an einer rauen Probe. Die
aufgetragene Schicht hatte eine konstante Dicke von d = 100 A und p = 3,5 A=2. Rauigkeiten o; an
den Grenzflachen 1 und 2 &uRern sich auf unterschiedliche Arten in den erhaltenen Profilen.

der einzelnen Schichten beschrieben. Die reflektierten Anteile E und kj interferieren im Anschluss. Je
nach Phasenverschiebung, hervorgerufen durch die unterschiedlichen Weglangen, findet diese
Interferenz konstruktiv oder destruktiv statt. Die Weglange ist dabei abhangig von der Dicke der Probe,
wahrend die Anteile der reflektierten und transmittierten Strahlungen maRgeblich durch die
Unterschiede der einzelnen SLDs beeinflusst sind. Die beobachteten Interferenzmuster werden Kiessig-
Oszillationen genannt, ihre Periodizitat hangt mit der Probendicke wie folgt zusammen:

AQKiessig = 27 /dprope (2.9)

Dieser Zusammenhang ergibt sich aus den Bragg-Bedingungen der Rdntgenbeugung. Eine Simulation
der Reflexion eines Neutronenstrahls an einer idealen D,0-Oberflache mit einer arbitraren Schicht
unterschiedlicher Dicke und SLD ist in Abbildung 2.3 dargestellt.

Im Falle eines Mehrschichtsystems kénnen die beschriebenen Zusammenhange entsprechend erweitert
werden. Es treten hierbei auch weitere Phdnomene in den beobachteten Reflexionen auf. Bei sich
wiederholenden Schichtfolgen mit identischen Parametern sind neben Kiessig-Oszillationen auch
Bragg-Peaks zu beobachten. Diese entstehen durch konstruktive Interferenzen der reflektierten
Strahlung an den unterschiedlichen Wiederholeinheiten. Threm Abstand steht analog zu Gleichung (2.9)
in Zusammenhang mit der Dicke der Wiederholeinheit d,,;,. Mithilfe der Abstdnde zwischen Bragg-
Peaks und Kiessig-Oszillationen kann die Zahl der Wiederholeinheiten N berechnet werden.

AQBra‘gg = 21/dywan (2.10)

N = dProbe _ AQBragg

= 211
dwdh AQKiessig ( )
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Abbildung 2.5: Simulation des Reflexionsprofils eines Neutronenstrahls an unterschiedlichen Zahlen
von Wiederholungen N zweier arbitrarer Schichten auf D,0. Durch konstruktive Interferenz der an
den Wiederholeinheiten (Schicht 1 und Schicht 2) reflektierten Strahlung ergeben sich Bragg-Peaks,
die durch die gestrichelten K&sten markiert sind. Je groRer N, desto deutlicher sind die Bragg-Peaks
ausgepragt. lhre Abstande 4Qg,q44 Sind unabhangig von N und antiproportional zur Dicke der
Wiederholeinheit, hier der Summe der Dicke von Schicht 1 und Schicht 2. Dahingegen sinkt der
Abstand der Kiessig-Oszillationen AQk;essig Mit zunehmendem N aufgrund der wachsenden
Probendicke.

Eine Simulation verschiedener N zweier arbitrarer Schichten ist in Abbildung 2.5 dargestellt. Es ist zu
sehen, dass mit steigendem N die Bragg-Peaks deutlicher ausgepragt und schmaler werden, ihre Position
jedoch im Gegensatz zu Kiessig-Oszillationen unverandert bleibt.[*% 22231

Zur Berechnung der Reflexion des Gesamtsystems wird zunéchst die Reflexion zwischen der letzten
Schicht und dem riickseitigen Bulkmaterial berechnet, und anschlieBend sukzessiv die Reflexionen an
den dariberliegenden Grenzflachen. Somit wird schlussendlich die Reflektivitat des Gesamtsystems
erhalten. Diese Methode der Berechnung wird optische Matrix-Methode genannt und (iber den Abelés-
Formalismus gelost.?4 Eine alternative Berechnungsmethode stellt der Parratt-Formalismus dar,
welcher ebenfalls auf einer rekursiven Berechnung der SLDs beruht.?]

Die bisherige Beschreibung der Reflexion beruht auf ideal planparallelen Grenzflachen, was jedoch in
reellen Systemen nicht gegeben ist. Rauigkeiten der Grenzschichten und Interdiffusion benachbarter
Schichten fuhren zu einem Abweichen vom idealen Verhalten. Um diese Effekte zu beriicksichtigen,
kann die berechnete Reflexion (siehe Gleichung (2.8)) um eine Gauf3-Fehlerfunktion korrigiert werden.
Der resultierende Effekt auf die simulierten Reflexionsprofile ist in Abbildung 2.4 dargestellt.

2.1.1. Messinstrumente fur Reflektometrie

Zur Untersuchung von Proben mithilfe von NR werden spezialisierte Instrumente benétigt. Diese
werden von einer Neutronenguelle mit den namensgebenden Teilchen gespeist, welche tber Strahlleiter
in einem genau definierten Winkel auf die Probenoberfldche geleitet werden. Solche Aufbauten sind

10
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung Ublicher Reflektometer. A Monochromatisches
Reflektometer. Ein monochromatischer Strahl wird auf die Oberflache geleitet. Durch Variation des
Winkels 6 der Probe und des Winkels 26 des Detektors wird die spekulare Reflexion R(Q) erhalten.
B Time-of-flight Reflektometer. Ein Chopperrad erzeugt einen Strahlungspuls, welcher unter einem
festen Winkel 8 auf die Probe geleitet wird. Die Wellenlange, und somit auch @, ergeben sich aus der
Summe der zuriickgelegten Wegstrecken L; und L, zwischen Chopperrad, Reflexionspunkt und
Detektor, sowie der dafiir benétigten Zeit unter Annahme elastischer Reflexion.!

kostspielig und nicht zuletzt auch aufgrund der politischen und gesellschaftlichen Umstrittenheit von
Kernreaktoren selten. Nichtsdestotrotz existiert eine aktive Forschungsgemeinde, welche Neutronen fur
diverse Methoden der Probencharakterisierung verwendet.

Fur NR werden kalte, das heiflit langsame Neutronen von wenigen meV bendtigt. Typische
Forschungsreaktoren produzieren jedoch Neutronen mit Energien im Bereich weniger MeV, somit ist
ein Abbremsen der Neutronen vor dem Instrument ndétig. Der so erhaltene Neutronenstrahl ist
polychromatisch und zeigt Wellenlangen im Bereich von 1 = (2~20) A.22

Neutronenreflektometer konnen grob in zwei Kategorien eingeteilt werden, welche in Abbildung 2.6
schematisch dargestellt sind. Monochromatische Neutronenreflektometer arbeiten mit einem
Monochromator, welcher vor der Probe eine Wellenlange des Neutronenstrahls auswéhlt. Der Gbrige
Strahl wird kollimiert und in einem flachen Winkel 6 auf die Probenoberflache geleitet, welcher durch
Verkippung der Probe eingestellt wird. Der reflektierte Strahl hat somit den Winkel 26 relativ zum
Direktstrahl. W&hrend der Messung werden die Winkel von Probe und Detektor schrittweise verfahren,
womit R(Q) erhalten wird. Diese Betriebsart wird auch 8/26-Modus genannt. Im Gegensatz hierzu
arbeiten Time-of-flight Reflektometer mit polychromatischen Neutronenquellen und machen sich die

11
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endliche Geschwindigkeit kalter Neutronen zunutze. Mithilfe eines rotierenden Chopperrads wird
gepulste Strahlung erzeug, welche unter einem festen Winkel 6 an der Probe reflektiert wird und auf
den Detektor trifft. Die Geschwindigkeit eines Neutrons ist nach De-Broglie Uiber v = h/mA gegeben,
mit der Planck-Konstante h und der Wellenldnge des Neutrons A. Unter Annahme vollstiandig
elastischer, das heiRt Energieverlust-freier Reflexion ist v = konst. Somit kann die Geschwindigkeit
und damit auch die Wellenldnge des Neutrons Uber die zuriickgelegte Wegstrecke L zwischen
Chopperrad und Detektor, sowie der dafiir bendtigten Zeit t nach A = th/mL ermittelt werden. L ergibt
sich dabei aus der Summe der einzelnen Wegstrecken zwischen Chopperrad und Reflexionspunkt auf
der Probenoberflache L,, sowie dem Reflexionspunkt und dem Detektor L,. Nach Gleichung (2.5) kann
dann der Streuvektor Q berechnet werden. Die Reflektivitdt R(Q) ergibt sich durch den
Intensitatsvergleich zwischen der reflektierten und der direkt auf den Detektor treffenden Strahlung
(Direktstrahl) fur alle gemessenen Wellenlangen. 231

Fur die Untersuchung biologischer Proben bieten Time-of-flight Reflektometer erhebliche Vorteile
gegenuber den monochromatischen Instrumenten. Da hier Ublicherweise keine Verkippung der Probe
vonndten ist, kdnnen zum Beispiel Proben an der Wasseroberflache untersucht werden. Weiter erfordert
die Einstellung von Proben- und Detektorwinkel einen nicht unerheblichen Zeitaufwand, weshalb bei
monochromatischen Spektrometern ein deutlicher Zeitversatz zwischen den Intensitatsmessungen bei
unterschiedlichen Q-Werten auftritt. Die Untersuchung kinetischer Prozesse ist somit nur bei &dulerst
langsamen Prozessgeschwindigkeiten sinnvoll. Time-of-flight Reflektometer kénnen hingegen das
gesamte Profil in einem grofReren Q-Bereich zeitgleich aufnehmen, benétigen jedoch auch einen héheren
Neutronenfluss, um ein hinreichend gutes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis in sinnvollen Aufnahmezeiten
zu erreichen. Dies stellt jedoch bei modernen Neutronenquellen und Reflektometern kein Problem dar,
weshalb die Untersuchung kinetischer Prozesse mit NR zunehmend an Bedeutung gewinnt. Die Zeit,
welche fur die Aufnahme eines Reflexionsprofils bendtigt wird, ist abhéngig vom Neutronenfluss, der
Probenoberflache und der gewiinschten niedrigsten Reflektivitat, welche erzielt werden soll. Bei einer
Probenoberflache von etwa 10 cm? kann mit typischen Reflektometern mit einem Neutronenfluss in
der GroBenordnung von ~10'° cm™2s™! eine Reflektivitait von R > 10> bereits nach wenigen
Minuten erhalten werden, wahrend fiir R > 107 bereits mehrere Stunden benétigt werden. 2261

Da der Neutronenfluss fur Reflektometer eine begrenzende GroRe darstellt, muss selbst bei
leistungsstarken Reaktoren ein Kompromiss zwischen dem Fluss und der Auflésung getroffen werden,
um in sinnvollen Zeiten ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis zu erreichen. Die Aufldsung AQ/Q setzt
sich dabei aus der Aufldsung des kollimierten einfallenden Strahls A6/6 und der durch Monochromator
oder Chopper bedingten Auflésung der Neutronenwellenldnge AA/A zusammen. Bei der Untersuchung
biologischer Proben wird tblicherweise AQ/Q = (5~10)% gewahlt, wéahrend fiir Untersuchungen an
harter Materie bessere Aufldsungen vonnéten sind.?

2.1.2. Auswertung reflektometrischer Messreihen

Reflektometrische Untersuchungen von Proben bieten einen hohen Informationsgehalt, der jedoch
groRtenteils nicht direkt aus den gemessenen Profilen abgelesen werden kann. Zwar kann, wie in
Abschnitt 2.1 beschrieben, iber die Positionen der Kiessig-Oszillationen und Bragg-Peaks die Dicke
der Probe und die Lange der Wiederholeinheiten bestimmt werden, genauere Informationen zum

12
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Probenaufbau, wie die Zusammensetzung, Rauigkeiten einzelner Schichten, Zahl der
Wiederholeinheiten, Losungsmittelanteil und Dicke der einzelnen Schichten, sind jedoch nicht direkt zu
erhalten. Stattdessen wird anhand von bekannten Eigenschaften der Probe ein Modell aufgestellt und
dessen Parameter so variiert, dass der Unterschied zum gemessenen Reflexionsprofil minimiert wird.
Hierfur kénnen mehrere kostenfreie Programme wie zum Beispiel RefNx?1 Motofit?], Refl1DP oder
GenXE% verwendet werden, welche von den Reflektometrie-Forschungsgemeinschaften tber die Jahre
entwickelt wurden. Bei hinreichend guter Ubereinstimmung kann dann angenommen werden, dass die
erhaltenen Modellparameter das reelle System gut beschreiben.*!

Ein groRer Nachteil der Auswertung anhand eigens aufgestellter Modelle ist die Gefahr von
Fehlinterpretationen aufgrund falscher Annahmen, insbesondere bei komplexen Profilen oder Proben.
Auch gibt es hdufig mehrere Sétze an Parameterkombinationen, die zu &hnlichen oder identischen
Profilen fihren.BY Um passende Grundannahmen treffen zu koénnen, sollte daher auf typische
Probenparameter aus der Literatur zuriickgegriffen werden. SLDs einzelner Atome oder Kleiner
Molekiile konnen Datenbanken oder verschiedenen Publikationen entnommen werden. ! 18 32331 Aych
kann man sich fir einige Systeme an Pilot-Arbeiten orientieren, von denen ausgehend komplexere
Modelle aufgebaut werden kdnnen. Fiir Lipid-Bilagen sei hierbei auf die Arbeiten von Tristram-Nagle
et al.B4, Mortensen et al.l*®! oder Schalke et al.l*®! verwiesen, welche essenzielle Parameter wie Dicken
der Kopf- und Seitenketten und deren SLD fir verschiedene Lipide untersuchten. Auch kann durch
Einsatz komplementérer Messtechniken das verwendete Modell verfeinert und der Parameterraum
weiter eingeschrankt werden. In der Literatur wurde bereits Uber den erfolgreichen Einsatz von
Methoden wie Rasterkraft-Mikroskopiel®”28], IR-Spektroskopie!®®, Quarzkristall-Mikrowaagen® oder
Ellipsometriel’ berichtet. Insbesondere die simultane Nutzung dieser Techniken bietet Vorteile, da
somit mogliche Unterschiede separat praparierter und vermessener Proben vermieden werden.B% Fir
NR hat sich auerdem der Einsatz der Kontrastvariation bewahrt. Da die Interaktion der Neutronen mit
dem Atomkern stattfindet, ist NR besonders empfindlich fir isotopische Substitution. So ist die
Streulange von Wasserstoff mit b 1y = —0,374 - 10712 cm negativ, wéhrend die von Deuterium mit

b 2; = 0,667 - 10712 cm positiv ist.) Somit kann durch isotopische Substitution die SLD von Probe

oder Probenmedium stark beeinflusst werden. Eine Mischung von deuterierten und protonierten
Komponenten erlaubt somit die Einstellung des Kontrasts. Einzelne Komponenten kdnnen so maskiert
werden, indem ihre SLD derer anderer Komponenten gleichgesetzt wird. Es ist anzumerken, dass dies
flr XRR nicht der Fall ist, da hier die Interaktion der einfallenden Strahlung mit den Elektronen der
Atome stattfindet, womit isotopische Substitution einen vernachléssigbar kleinen Einfluss auf die SLD
hat. Durch teilweisen Austausch der Flussigphase durch deuterierte oder protonierte Ldsungsmittel
konnen in situ verschiedene Kontraste in NR aufgenommen werden, ohne den Probenzustand drastisch
zu andern. Die erhaltenen Profile kénnen dann simultan modelliert werden, wobei &quivalente
Modellparameter gleichgesetzt werden konnen. Somit ergibt sich eine robustere Anpassung der
erhaltenen Daten, da diese mehreren Einzelmessungen gerecht werden muss. Diese Technik wird h&ufig
zur Untersuchung weicher Materie verwendet, da hier die Reflexionsprofile oft wenig ausgeprégte
Strukturen zeigen. Dies fiihrt dazu, dass mehrere Modelle die Probe &hnlich gut beschreiben und die
Wahl des korrekten Modells erschwert ist. Durch die Verwendung von Kontrastvariation kann so eine
fundiertere Auswahl des Modells stattfinden. [ 40-41
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2.1.3. Off-spekulare Reflektometrie

Spekulare Reflektometrie, wie sie in Abschnitt 2.1 beschrieben ist, misst die Reflexion von Neutronen-
oder Rontgenstrahlung, bei identischem Einfalls- und Reflexionswinkel. Solche Messungen geben
Aufschluss ber den Aufbau der Probe orthogonal zur Probenebene (z-Achse in Abbildung 2.1 und
Abbildung 2.2). Laterale Inhomogenitaten der Probe fuhren jedoch zu einem Abweichen von der
spekularen Reflexion, welche mit off-spekularer Reflektometrie untersucht werden kann. Diese gibt
unter anderem Aufschluss Uber Morphologie und lateralen Aufbau der Schichten sowie allgemeine
mechanischen Eigenschaften der Probe.*>#! Dabei wird die Intensitat der reflektierten Strahlung in
Abhangigkeit von mindestens zwei Winkeln aufgenommen, zum Beispiel dem Winkel 6 der Probe und
dem Winkel I des reflektierten Strahls zum Direktstrahl (siehe auch Abbildung 2.7).141 Aus diesen kann
dann der Streuvektor des reflektierten Strahls Q = Q, + Q, berechnet werden, welcher sich aus einer
Komponente @, orthogonal zur Probenebene und einer Komponente @ parallel zu ebendieser

zusammensetzt.[*]

2
Q=— [sin(I" — 8) + sin 0]

2m (2.12)
Qy = —~[cos(I" = 6) — cos 6]

Wenn @, = 0, dann entspricht das Experiment der spekularen Reflexion. Diese kann somit als
Ausschnitt der off-spekularen Messung angesehen werden. Ein so erhaltener Datensatz nach
Konvertierung in Q, und @, ist in Abbildung 2.8 A dargestellt. Es sei angemerkt, dass flr die in
Abbildung 2.7 dargestellte Geometrie die Streuvektoren, sowie der einfallende und reflektierte in einer
Ebene sind. Jedoch ist ebenso Streuungen aus dieser Ebene heraus méglich, womit Q neben den beiden
dargestellten Komponenten eine weitere Komponente Q; orthogonal zu diesen und parallel zur
Probenoberflache enthalt.*! Diese wird fiir die vorliegende Arbeit jedoch nicht betrachtet.

Die Auswertung von Messungen off-spekularer Reflektometrie ist bedeutend aufwéndiger und
komplexer als bei spekularer Reflektometrie und verschiedene Forschungsgruppen verwenden hierzu
unterschiedliche Ansétze, abhéngig davon, welche Probenparameter untersucht werden
sollen.[*2 “61 Fir die vorliegende Arbeit ist vor allem die Er6rterung von mechanischen Eigenschaften

#

Neutronen- j//
quelle th

-

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Messung off-spekularer Reflektometrie. Um die
Abweichung vom spekularen Verhalten zu messen, wird sowohl der Winkel 2 des einfallenden Strahls
zur Probe, als auch der Winkel I zwischen einfallendem Strahl und Detektor varriiert. Aus diesen
wird der Streuvektor Q berechnet, welcher sich aus den orthogonalen Komponenten @, und
Q, zusammensetzt.1*4
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Abbildung 2.8: Beispielmessung von off-spekularer NR an einer Probe von Lipid-Multilagen. Die
aufgetragenen Daten wurden einer der in Abschnitt 9 beschriebenen Messserien entnommen. A
Auftragung der Reflektivitat R in Q, und Q. Entlang Q, = 0 kann die spekulare NR beobachtet
werden. Orthogonal zu den Positionen der Bragg-Peaks kann die off-spekulare Reflektivitat der
Probe beobachtet werden. B Auftragung des in A gelb markierten Bragg-Sheets bei Q, = 0,35 A~

von Lipid-Multilagen von Interesse, wie sie zum Beispiel von Schenk et al.'** %1 und Yamamoto
et al.l2 41 untersucht wurden. Diese bestehen aus hunderten bis tausenden gestapelten Lipid-Bilagen
und zeigen in spekularer Reflexion die typischen Bragg-Peaks sich regelmaRig wiederholender
Substrukturen, deren Position durch die Dicke von Bilage und Wasserzwischenschichten definiert ist.
An diesen Stellen ist Q, = Qprqgg,; Mit der Ordnung i des Bragg-Peaks und entlang @, kann ein
logarithmischer Abfall der reflektierten Intensitat beobachtet werden, was als Bragg-Sheet bezeichnet
wird (siehe Abbildung 2.8 B). Diese entstehen durch regelmaRige Fluktuationen in den Bilagen. Anhand
von Abfall und Breite des Bragg-Sheets kdnnen die Biegesteifigkeit x und das Kompressions-Modul B
der Multilagen bestimmt werden. Nachfolgend werden die wichtigsten Gleichungen fur die Simulation
der off-spekularen Reflektometrie in Abhangigkeit der mechanischen Parameter von Multilagen gezeigt.
Fur eine detaillierte Herleitung sei auf die Literatur verwiesen, 4 48 50-51]

Zur Modellierung der off-spekulare Streuung S(Q,, Q) von Lipid-Multilagen wird zunéchst
angenommen, dass die erste Born-Naherung gegeben ist. Diese besagt, dass die gestreute Strahlung
schwach im Vergleich zum einfallenden Strahl ist. Dies ist iblicherweise bei Bragg-Sheets zweiter und
hoherer Ordnung gegeben. S(Q,, @) wird dann gegeben durch:

e—Qa?

5(Qz Q) X —5—

N (0.0)
0z N +2 Z(N — k) cos(kQ,d) - f e @ =g/ De=iirgr| (2.13)
Z k=1 —00

Hier beschreibt N die Zahl der Bilagen und o deren mittlere Rauigkeit. Die Auslenkungs-
Korrelationsfunktion g, (r) beschreibt den Versatz einer Lage und ihres k-ten Nachbarn aus ihrer
jeweiligen idealen Position in Abhédngigkeit der lateralen Distanz r. Letztere ist dabei definiert als der
Betrag des Abstands zwischen zwei gedachten Punkten in der Bilagenebene. g, (r) kann Uber den
Caillé-Parameter n und den de-Gennes-Parameter A beschrieben werden.54
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d? «©
gr(r) = et f1dQ, (2.14)
2m/R
P |1 — Jo(QyI7]) exp(—2kQfd) |
k= FEPE (2.15)
Q1+
T[kBT

LY L
2d2./kB/d (216)

K

A=

B beschreibt die vertikale Kompressibilitat benachbarter Bilagen, wéhrend x die Resistenz der Lagen
gegen Biegung beschreibt. Der mittlere Bilagenabstand d kann (ber die Lage der Bragg-Peaks in
spekularer Reflexion erhalten wird. J,(x) ist die Bessel-Funktion erster Art, kp die Boltzmann-
Konstante und T die Temperatur. Zur vollstandigen Simulation der der off-spekularen Streuung wurde
von Schenk et al. die untere Integrationsgrenze in (2.14) definiert, welche die kleinste Distanz R in der
Bilage beschreibt, welche fiir die Simulation berticksichtigt wird.[*! g, () konvergiert somit gegen 202
fir groBe r. Somit kann S(Q,, Q) anhand der Parameter n, A und R berechnet und mit Messdaten
verglichen werden. Bei guter Ubereinstimmung der betrachteten Bragg-Sheets ist es dann moglich nach
(2.16) die mechanischen Parameter x und B der Probe zu berechnen.

2.2. Ellipsometrie

Ellipsometrie ist eine nicht-destruktive optische Technik zur Bestimmung physikalischer und optischer
Eigenschaften dinner Proben und Oberflichen.5?5%1  Hierbei wird die Anderung des
Polarisationszustandes von reflektiertem Licht untersucht, womit Probenparameter wie Dicke,
Brechungsindex n sowie Extinktionskoeffizient k bestimmt werden konnen. Ebenso kdnnen
Mehrschichtsysteme analysiert und die Parameter der einzelnen Komponenten untersucht werden.
Aufgrund der nicht-destruktiven und schnellen Anwendung, findet Ellipsometrie weite Verwendung
unter anderem in den Gebieten der Materialwissenschaften, Biophysik und Nanotechnologie.
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.Lichtquelle

. Polarisator und Modulator

.Analysator und Detektor

Einfalls- und
Reflexionsebene

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung eines Aufbaus zur Messung von Ellipsometrie. Die
Kombination von Lichtquelle und Polarisator erzeugt linear polarisiertes Licht, dessen
Polarisationswinkel Uber den Modulator eingestellt werden kann. Bei Reflexion an einer
Probenoberflache kommt es aufgrund unterschiedlicher optischer Weglangen zwischen dem direkt
reflektierten Strahl und denen, die die Probe durchquert und aus dieser nach Reflexion am Substrat
wieder austreten zu einer Phasenverschiebung (siehe Detailansicht). So entsteht elliptisch
polarisiertes Licht. Analysator und Detektor bestimmen die ellipsometrischen Winkel ¥ und 4 durch
Messung der Lichtintensitat in Abhangigkeit des Polarisationswinkels. 54

Der Name der Messtechnik beruht auf dem Umstand, dass linear polarisiertes Licht nach Reflexion an
einer Oberflache haufig elliptische Polarisation aufweist.1 Abbildung 2.9 stellt ein typisches
Ellipsometrie-Experiment dar. Das von der Quelle erzeugte Licht wird tber einen Polarisator in linear
polarisiertes Licht umgewandelt. Uber den Modulator wird dabei der Winkel des elektrischen
Feldvektors zur Einfallsebene eingestellt.’? %1 An der Grenzflache zwischen den Medien tritt dann
teilweise Reflexion und Transmission des Lichts auf, abh&ngig von den Brechungsindizes n; und dem
Einfallswinkel 6;. Der transmittierte Strahl propagiert nach dem Snellius‘schen Brechungsgesetz
(analog zu Gleichung (2.3)) mit Winkel 8, im Probenmedium und wird vom Substrat reflektiert. Es sei
darauf hingewiesen, dass bei komplexeren Proben auch mehrfache Medieniibergénge berticksichtigt
werden missen. Ebenso ist Totalreflexion am Substrat nur bei einem Einfallswinkel 8; oberhalb des
kritischen Winkels gegeben. An dieser Stelle sollen jedoch die Grundlagen der Ellipsometrie erklart
werden, weshalb solche Effekte hier nicht berlcksichtigt werden kénnen. Der aus dem Probenmedium
austretende Strahl legt dabei eine zusétzliche Weglénge von 2d cos 8, zuriick, wodurch es zu einer
Phasenverschiebung der elektrischen Feldvektoren bei Interferenz mit dem direkt reflektierten Strahl
kommt. Sind die Komponenten des einfallenden Lichts in p- und s-Ebene, das heif3t parallel oder
senkrecht zur Einfallsebene nicht mehr in Phase, so entsteht elliptisch polarisiertes Licht. Auch
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mehrfache Reflexionen in der Probe sind mdglich, die einen analogen Effekt verursachen (siehe
Detailansicht in Abbildung 2.9). Die Fresnel-Koeffizienten R; in s- und p-Ebene koénnen an der
Grenzflache mit Hilfe der Maxwell-Gleichungen berechnet werden

T
_Ep nycosf; —nycosB,

R (2.17)

P E5 mnycosB; +nycosb,

_Eg  nycosf; —nycos b, (2.18)

R.=-S=
$ E! mnycos@;+mn,cosb,

. . . r/t
Hierbei beschreibt E,

oder s-Ebene. Die erhaltene Polarisation des Lichts entspricht dem Quotienten der Fresnel-
Koeffizienten:

die elektrische Feldstarke des reflektierten oder transmittierten Strahls in p-

p = Ry/R; (2.19)

Nach der Reflexion trifft das elliptisch polarisierte Licht auf den Analysator. Hierbei handelt es sich um
einen rotierenden Polarisator, welcher erneut linear polarisiertes Licht erzeugt. Dadurch entsteht
abhangig von seiner Ausrichtung und dem Polarisationszustand des Lichts unterschiedliche
Lichtintensitat, welche wvom Detektor gemessen wird. Da keine direkte Messung der
Reflexionskoeffizienten mdoglich ist, finden stattdessen die ellipsometrischen Winkel A und W
Verwendung, welche die Anderung der Polarisation durch die Reflexion beschreiben.! Der
Amplitudenfaktor ¥ ist dabei beschrieben durch die Abschwéachung oder Verstarkung der Amplituden
der p- und s-Komponenten des reflektierten Lichts, wéhrend A die Differenz ihrer
Phasenverschiebungen §; beschreibt:

tanV¥ = M
IR, (2.20)
A =6, -6
Mit (2.20) gilt dann:
R, "
p =—=tan(¥) e’ (2.21)
R

Die Software des Ellipsometers berechnet die ellipsometrischen Winkel anhand der am Detektor
gemessenen Lichtintensitat in Abhédngigkeit von Modulator- und Analysatorposition. Um verlassliche
Aussagen Uber die Probe treffen zu kodnnen wird dabei entweder eine Vielzahl verschiedener
Wellenlangen bei einem festen Einfallswinkel verwendet, oder der Einfallswinkel bei Verwendung
monochromatischen Lichts variiert. Im ersten Fall spricht man von spektraler Ellipsometrie (SE),
wahrend letzteres als winkelvariierte Ellipsometrie bezeichnet wird.

Um anschlieRend die gesuchten Probenparameter zu erhalten werden die gemessenen ellipsometrischen
Winkel anhand eines Modells simuliert.® %4 Eine vollstandig analytische Modellierung ist dabei nur
bei Einschichtsystemen mdglich, wohingegen bei Mehrschichtsystemen eine numerische Simulation
benotigt wird. Ein Anpassungsalgorithmus vergleicht dann die gemessenen mit den simulierten Daten
und variiert die Probenparameter, um die Abweichung zwischen Simulation und Realitdt zu minimieren.
Fur transparente Materialien mit vernachléssigbar kleinem k ist hier besonders das Cauchy-Modell zu
erwéhnen, welche den Brechungsindex neu parametrisiert:

18



2. Theoretische Grundlagen

n(A) =A+B/A?+C/A* (2.22)

Fur die Modellierung kénnen dann die Parameter A, B und C variiert werden, um das
wellenldngenabhéngig Verhalten des Brechungsindex darzustellen. Materialien, welche bei den
untersuchten Wellenlangen starkere Absorptionen zeigen, kénnen mit diesem Modell jedoch nicht
hinreichend beschrieben werden. Hierfir haben sich komplexere Modelle, wie das Lorentz-Modell
etabliert.>?

2.3. Infrarotspektroskopie

Die Untersuchung von Materie mit infraroter Strahlung wird als IR-Spektroskopie bezeichnet. Hierbei
werden bei Absorption des Lichts Schwingungen von Molekilen angeregt; die Lage und Starke der
Absorptionsbanden geben dabei Aufschluss Uber die molekulare Zusammensetzung. Unter IR-Licht
werden typischerweise Wellenlangen im Bereich von 800 nm bis etwa 1 mm bezeichnet, womit es sich
energetisch zwischen dem roten Teil sichtbaren Lichts und Mikrowellenstrahlung befindet.[ 8
Anstelle der Wellenlange A wird zur Beschreibung von IR-Strahlung haufig die Wellenzahl 7= 171
verwendet, welche die Zahl der Schwingungsperioden des Lichts pro Langeneinheit angibt. Diese GroRe
ist proportional zur Frequenz und Energie des Lichts, was die Interpretation gemessener IR-
Absorptionen erleichtert. Der IR-Bereich kann somit als ¥ = (12500 — 10) cm™! angegeben
werden.85%1 Man unterscheidet grob zwischen drei Bereichen infraroten Lichts: das Nahinfrarot (NIR,

Fixierter Spiegel

Strahlungsquelle [ = ]
z.B. monochromatisch
S(A)~8(Ag) Strahlteiler

o 7

=<

@ . // »| | Beweglicher
é Spiegel

v v

Detektor

y

Detektor
I(d)~1 + cos 2md /A
Flr monochromatisches

d/2

Licht
— Ao Fourier-
< . Software
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Abbildung 2.10: Aufbau und Funktionsweise eines FTIR-Spektrometers. Durch einen Strahlteiler
wird das Licht der verwendeten Quelle in zwei Teile gespalten. Wahrend ein Teil von einem fixierten
Spiegel reflektiert wird, wird der andere an einem sich bewegenden Spiegel reflektiert. Durch
Rekombination kommt es zu Interferenzmustern. Der Detektor misst die Intensitat in Abhangigkeit
der Spiegelposition d, was der Fourier-Transformierten des urspringlichen Spektrums entspricht.
Eine weitere Fourier-Transformation durch die verwendete Software rekonstruiert das urspriingliche
Spektrum. Die Abbildung zeigt den einfachen Fall einer monochromatischen Lichtquelle zur
Visualisierung der Funktionsweise, wahrend in reellen IR-Spektrometern breitbandige Lichtquellen
eingesetzt werden."!
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(12500 — 4000) cm™?), das Mittinfrarot (MIR, (4000 — 400) cm™!) und das Ferninfrarot (FIR,
(400 — 10) cm™1).581 In der chemischen Analyse wird meistens MIR-Strahlung verwendet, weshalb
der technische Stand hier fortschrittlicher als bei den anderen Methoden ist. In diesem Bereich werden
die Grundschwingungsbanden der meisten Molekule angeregt, womit wichtige Informationen Uber den
molekularen Aufbau zugénglich sind. Jedoch wurde auch NIR-Spektroskopie, mit der Oberténe und
Kombinationsschwingungen angeregt werden konnen, in den letzten Jahrzehnten stark
weiterentwickelt. Mit FIR-Spektroskopie konnen dagegen intermolekulare Schwingungen und
Rotationen angeregt werden.® Fiir die vorliegende Arbeit findet ausschlieRlich MIR-Spektroskopie
Verwendung. Somit werden MIR und IR im Folgenden synonym verwendet.

Bis in die 1970er Jahre wurden Ublicherweise dispersive IR-Spektrometer verwendet. Bei diesen
befindet sich zwischen Probe und Detektor ein Monochromator. Somit kann immer nur die Absorption
einer Wellenldnge aufgenommen werden, fir die Aufnahme eines Spektrums muss also der
Monochromator sukzessive verstellt und die Einzelmessungen zusammengefligt werden. Solche Geréte
finden heute nur noch in spezialisierten Experimenten Anwendung, beispielsweise fir zeitaufgelste
Messungen bei einer einzelnen Wellenlange."] Die meisten heutzutage verwendeten IR-Spektrometer
sind sogenannte FTIR-Spektrometer, deren Aufbau in Abbildung 2.10 dargestellt ist.b”) Die zentralen
Bauelemente sind eine breitbandige Lichtquelle, ein Interferometer und ein Detektor, wobei die
Probenposition zwischen Interferometer und Detektor lokalisiert ist. Das Interferometer selbst besteht
aus einem Strahlteiler, einem fixiertem und einem beweglichen Spiegel. Der Strahlteiler reflektiert etwa
50% des einfallenden Lichts auf den fixierten Spiegel, wéhrend der Rest auf den beweglichen Spiegel
trifft. Die Position d des beweglichen Spiegels erzeugt so unterschiedliche Wegléngen, bei der
Rekombination der Strahlen am Strahlteiler kommt es zu konstruktiver oder destruktiver Interferenz.
Das entstehende Signal wird Interferogramm genannt und entspricht mathematisch der Fourier-
Transformation des ursprunglichen IR-Spektrums der Lichtquelle. In Abbildung 2.10 wird dies
exemplarisch fiir eine monochromatische Lichtquelle dargestellt, bei breitbandigen Lichtquellen, wie
sie Ublicherweise verwendet werden, entsteht ein komplexes Interferogramm durch die Rekombination
aller Wellenlangen. Das Interferogramm wird vom Detektor gemessen. Um aus diesem das IR-Spektrum
zu rekonstruieren, wird Kenntnis Uber die Spiegelposition bendtigt, welche durch einen zusatzlich in
das Interferometer eingekoppelten monochromatischen Laser erhalten wird. Die Geratesoftware
berechnet mittels Fourier-Transformation des Interferogramms das IR-Spektrum. Somit ist eine schnelle
Datenaufnahme bei hoher Lichtintensitdat und damit einhergehend gutem Signal-Rausch-Verhaltnis
maoglich. AuBerdem erlaubt der Aufbau eines FTIR-Spektrometers eine einfache Anbindung weiterer
Messtechniken wie Chromatografie oder Mikroskopie. 58!

Das erhaltene Spektrum enthdlt sowohl Informationen der Probe als auch der Geratebauteile. Um
letztere zu entfernen, wird es mit einem Spektrum ohne Probe verrechnet. Die einzelnen Spektren
werden dabei als Einkanalspektren bezeichnet. Je nachdem, wie die Verrechnung der Einkanalspektren
durchgefiihrt wird, wird das Absorptionsspektrum A oder das Transmissionsspektrum T erhalten.®!

A = _logloT = —10g10 I/IO (223)

Hierbei beschreibt I, die Intensitat des Strahls ohne Probe und I die mit Probe im Strahlengang. Durch
die Wahl des alternativen Einkanalspektrums I, kénnen bestimmte Aspekte des Absorptions- oder
Transmissionsspektrums verstarkt sichtbar gemacht werden. Wird zum Beispiel das Einkanalspektrum
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der Probe vor einem chemischen Prozess verwendet, so konnen dessen Einfliisse auf die weiteren
erhaltenen Spektren direkt sichtbar gemacht werden. %

Durch Interaktion mit Materie wird ein Teil der IR-Strahlung absorbiert, was sich in Absorptionsbanden
der Spektren &ulert. Dabei werden molekulare Schwingungen angeregt werden. Diese sind definiert als
Auslenkungen der einzelnen Atome im Molekil, ohne dass sich der Massenschwerpunkt des
Gesamtmolekils andert. Ein n-atomares Molekil besitzt Nyip nicht-tinear = 3n — 6 Eigenmoden,
beziehungsweise Nyp jinear = 3n — 5 im Falle linearer Molekile. Gehen diese Moden mit einer
Anderung des Dipolmoments einher, kénnen sie mit IR-Strahlung angeregt werden. In realen Systemen
stimmt die Zahl der beobachteten Schwingungsbanden jedoch nicht genau mit N,,;;, Uberein, da einzelne
IR-Frequenzen oft mehrere Schwingungsbanden gleichzeitig anregen. Ebenso kénnen zusétzliche
Banden in Form von Oberténen, Kombinations- oder Differenzschwingungsbanden auftreten. Die
wichtigsten Molekulschwingungen sind die Streck- oder Valenzschwingung v, bei der die Auslenkung
zu einer periodischen Anderung der Bindungslange fiihrt, und die Deformationsschwingung &, bei der
eine periodischen Anderung der Bindungswinkel stattfindet. Es handelt sich hierbei um diskrete,
quantisierte Zustande. In reellen IR-Spektren wird jedoch eine Bandenverbreiterung beobachtet, welche
zum Beispiel durch gleichzeitig angeregte Rotationen zustande kommt.® Die Bandenpositionen und -
starken sind abhéngig von Stérke des Dipolmoments der Bindung. Bestimmte funktionelle Gruppen
zeigen somit Absorptionsbanden mit charakteristischer Lage und Starke. Somit kénnen Uber das
Absorptions- oder Transmissionsspektrum Aussagen Uber die chemische Struktur der Probe getroffen
werden. Dabei ist IR-Spektroskopie besonders empfindlich auf Einfllisse auf die Elektronendichte und
damit die Starke der Bindungen, wie zum Beispiel durch Wasserstoffbriicken oder induktive Effekte.
Bereits eine Anderung der Bindungsstirke um 0,02% ist in IR-Spektren nachzuweisen. %

Zur Untersuchung komplexerer Molekile sind Kenntnisse Uber ihre charakteristischen
Schwingungsbanden niitzlich. Lipide und Proteine, wichtige Bausteine eukaryotischer Zellen (siehe
Abschnitt 2.4), besitzen zum Beispiel Banden, welche eindeutig bestimmten funktionellen Gruppen
zugeordnet und zur Identifikation des Probenzustands genutzt werden konnen.®* So zeigen
Methylen(CH;)-Gruppen im Kopf- und Kettenbereich von Phospholipiden eine symmetrische
Valenzschwingungsbande bei VeH,sym = 2849 cm™! und eine asymmetrische

Valenzschwingungsbande bei vcy, asym = 2917 cm™ 1 in der Lg-Phase, welche beim Ubergang in die

L,-Phase um etwa 3 bis 6 cm™! zu gr6Beren Wellenzahlen verschoben werden (die Phasen von Lipid-
Bilagen sind in Abschnitt 2.4.1 beschrieben). Durch isotopische Substitution des Wasserstoffs in den
Kettengruppen besteht die Moglichkeit, die Schwingungsbanden in andere Bereiche zu verschieben,
womit Uberlagerung mit anderen Schwingungsbanden vermieden und Effekte auf einzelne Bereiche der
Probe besser sichtbar gemacht werden konnen.®l Unter Einsatz polarisierter IR-Strahlung kann
auBerdem die Ordnung der Lipid-Kettengruppen bestimmt werden. 2

Proteine zeigen mehrere charakteristische Absorptionsbanden aufgrund ihrer Aminoséure-Seitenketten
und dem Peptid-Riickgrat. Von besonderem Interesse sind die Absorptionsbanden der Amid-Bindung.
Die Amid | Bande bei ca. 1650 cm™! zeigt eine komplexe Struktur, welche abhingig von der
Sekundarstruktur des Proteins ist (siehe Tabelle 2.1). Ein Aufschlisseln der Bande in ihre einzelnen
Komponenten erlaubt somit die Untersuchung der Proteinsekundarstruktur.®! Dabei ist die genaue
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Tabelle 2.1: Typische Amid | Absorptionsbanden fiir Protein-Sekundarstrukturen.

X Bandenposition in H,0, [cm™?] Bandenposition in D, 0, [cm™1]
Sekundarstruktur _ _
Mittelwert Extremwerte Mittelwert Extremwerte
a-Helix 1654 1648 — 1657 1652 1642 — 1660
1633 1623 — 1641 1630 1615 — 1638
B-Faltblatt
1684 1674 — 1695 1679 1672 — 1694
Schleife 1672 1662 — 1686 1671 1653 — 1691
Ungeordnet 1654 1642 — 1657 1645 1639 — 1654

Zuordnung héaufig jedoch schwierig, weshalb mathematische Methoden wie Fourier-Selbstentfaltung
genutzt werden, um die Unterbanden deutlicher sichtbar zu machen. 4

2.3.1. ATR-Infrarotspektroskopie

Fur die IR-Spektroskopie stehen verschiedene Messtechniken zur Verfugung, um Proben
unterschiedlicher Art zu untersuchen. Bei Transmissionsmessungen durchquert das IR-Licht die Probe
vor dem Detektor. Bei einer homogenen Probe ist die wellenzahlabh&ngige Absorption gegeben durch
das Lambert-Beer‘sche Gesetz

A() = ce(V)d (2.24)

Hierbei beschreibt ¢ die Konzentration der Probe im Losungsmittel, d die Weglénge des Strahls in der
Probe und e(¥) den wellenzahlabhdngigen Extinktionskoeffizienten. Aufgrund der starken IR-
Absorption wassriger Losungen, miissen Kiivetten jedoch so konstruiert werden, dass eine sehr kleine
Weglange im Bereich weniger Mikrometer gewahrleistet ist.) Der Umgang mit und die Reinigung
solcher Kiivetten ist aufwandig und ein Austausch des Ldsungsmittels schwierig.

74 1(z) x e™?

Probenmedium

/7% V/72%2%%% Probe

Substrat

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der ATR-Messtechnik. Einfallendes IR-Licht im Substrat
wird an der Grenzflache zu Probe und Probenmedium totalreflektiert, wobei ein evaneszentes Feld
ausgebildet wird (dargestellt als Halbellipse mit Farbverlauf). Dessen Intensitét nimmt exponentiell
mit dem Abstand z zur Grenzflache ab und ist auRerdem von den Brechungsindizes des Substrats n,
und des Probenmediums n,, sowie dem Einfallswinkel ¢ abhangig. Das evaneszente Feld wird von
Probe und Probenmedium absorbiert und schwécht somit das reflektierte Licht ab." 6% ¢
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Um diese Problematik zu umgehen, kann die Probe mithilfe ATR-FTIR-Spektroskopie untersucht
werden. Dabei wird sie auf ein passendes, IR-transparentes Substrat aufgebracht und der IR-Strahl
innerhalb des Substrats totalreflektiert.[6”1 Am Reflexionspunkt entsteht ein evaneszentes Feld, welches
in Probe und Probenmedium eindringt (siehe Abbildung 2.11). Dieses hat dieselbe Wellenlange, wie
das einfallende Licht und kann ebenso wie dieses von der Probe absorbiert werden. Das reflektierte
Licht zeigt eine Absorptionsbande, ahnlich wie im Falle einer Transmissionsmessung.b” 81 Die
Intensitét des evaneszenten Feldes fallt mit zunehmendem Abstand zur Grenzflache exponentiell ab und
hat eine Eindringtiefe d,, in der GréRenordnung der Wellenldnge des Lichts. Somit ist diese klein genug,
dass keine vollstandige Absorption der IR-Strahlung durch wéssrige Medien stattfindet und Messungen
unter diesen Bedingungen ermdglicht sind.®”®t d,, wird definiert als die Distanz zur Grenzflache, bei

der die Intensitit der elektrischen Feldstarke auf das e~!-fache ihres Ursprungswertes an der
Grenzflache abgefallen ist. Diese wird auch als Eindringtiefe oder Abklinglédnge des elektrischen Feldes
bezeichnet. Somit ergibt sich:

d, = l (2.25)

’ 2m/nZsin? g —n3 |

Mit der Vakuumwellenlénge A,, dem Einfallswinkel ¢ und den Brechungsindizes des Substrats n; und
des Probenmediums n,.1% 681 Weiter erlaubt die Verwendung von ATR-IR-Spektroskopie den Einsatz
von Flusszellen, welchen einen einfachen Austausch des Probenmediums wahrend der Experimente
erlauben, ohne dass die Probe selbst austrocknet oder zerstort wird."! Die Praparation von Proben fiir
ATR-IR-Untersuchungen kann jedoch unter Umstdnden komplexer ausfallen, als dies fur andere IR-
Messtechniken der Fall ware. Weiter mussen die Effekte des evaneszenten Feldes auf die erhaltenen
Spektren beriicksichtig werden. So ist die Eindringtiefe bei kleinen Wellenzahlen gréRRer, weshalb
Absorptionsbanden hier starker ausfallen als unter gleichen Voraussetzungen bei hoheren
Wellenzahlen.[7: 61

2.4. Eukaryotische Zell-Membranen

Eukaryotische Zellen, das hei8t biologische Zellen, welche einen Zellkern enthalten, bilden einen
wichtigen Grundstein des Lebens. Das AuBere der Zelle bildet die Zellmembran, welche das
Zytoplasma, bestehend aus Zytosol und Organellen, beinhaltet. Die Membran stellt dabei den ersten
Kontaktpunkt der Zelle mit der AulRenwelt, wie anderen Zellen oder Fremdkoérpern dar. Ihre Integritét
ist somit essenziell fiir Fortbestehen und Funktionen der Zelle.[!

Ihre Hauptfunktion besteht in der Regelung des Flusses von Molekdilen und lonen in und aus der Zelle
heraus.®®l Sie liefert dabei einen wichtigen Beitrag zum Erhalt des Gleichgewichts des Zytosols. Auch
beeinflusst sie maBgeblich die interzellulare Kommunikation und ist an einer Vielzahl komplexer
Prozesse wie beispielsweise Phagozytose beteiligt. Auch einige Organellen der Eukaryonten, wie
Mitochondrien oder das endoplasmatische Retikulum, sind von einer eigenen Membran umgeben.["

Die Zellmembran ist ein komplexes Gebilde aus Lipiden, Proteinen und Kohlehydraten (siehe
Abbildung 2.12).181 Dabei bilden Lipide eine Bilagen-Struktur aus, welche das Grundgerist der
Membran darstellt und deren grundlegenden Funktionen bestimmt. In S&ugetierzellen wurden bereits
uber tausend verschiedene Lipide nachgewiesen.["Y Auf Grundlage typischer molekularer Bausteine und
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Glykoprotein Verankertes
Integrales Protein

Protein / ¢:j/

6

Peripheres Protein

Sterol

Abbildung 2.12: Schematische Darstellung einer typischen Zellmembran. Das Grundgerist wird
durch Lipide gebildet. Verschiedene Arten von Proteinen binden an die Lipid-Bilage oder lagern sich
in diese ein, ebenso wie Sterole. Die Zusammensetzung der Membran bestimmt durch die Vielzahl an
verschiedenen Komponenten deren biologische Funktionalitat.®!

physikalisch-biologischer Eigenschaften ist es moglich, diese in einzelne Gruppen, wie Phospholipide
und Sterole, einzuteilen (siehe auch Abschnitt 2.4.1). Jedoch besteht auch innerhalb dieser Gruppen eine
hohe Diversitat. Etwa 50% der Membran-Matrix besteht aus Proteinen. Diese lassen sich in drei
Gruppen eingliedern, die ihre Assoziation mit der Membran widerspiegeln. Integrale Proteine sind in
die Membran eingelagert und durchdringen diese. Periphere Proteine lagern dagegen an die Oberflache
der Membran an. Verankerte Proteine sind nicht direkt mit der Zellmembran verbunden, sondern binden
an andere, in der Membran eingelagerte Molekiile. Membranproteine sind tblicherweise nicht homogen
Uber die Membran verteilt, sondern bilden laterale Domanen aus, die fiir spezielle Membranfunktionen
wie lonenaustausch oder interzellulare Kommunikation zustdndig sind. Wahrend die
Wechselwirkungen der Proteine mit der Membran hauptsachlich auf hydrophoben oder ionischen
Wechselwirkungen beruhen, sind Kohlenhydrate kovalent an Lipide oder Proteine an der duReren
Oberflache der Zellmembran gebunden und modifizieren somit deren Funktionalitét.[?

Aufgrund der Bedeutung fiir biologische Prozesse und ihrer Komplexitat, sind Zellmembranen ein viel
untersuchtes Gebiet der biologischen und interdisziplindren Forschung. Die vorliegende Arbeit
beschaftigt sich prim&r mit biomimetischen Membranen, welche aus Lipid-Bilagen und
Membranproteinen aufgebaut sind, weshalb diese Biomolekiile in den nachfolgenden Abschnitten
genauer betrachtet werden.
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2.4.1. Lipid-Bilagen

Lipide bilden das Grundgerust der Zellmembran. Dabei gibt es eine grole Zahl verschiedener Lipide,
welche sich in Aufbau und ihren biologischen und physikalischen Eigenschaften, wie Dicke, Ladung
und Affinitat zu anderen Molekdlen, unterscheiden. Dies lasst eine Klassifizierung in verschiedene
Gruppen zu. Mit (50 — 60) mol% sind Phospholipide die am h&ufigsten in S&ugetierzellmembranen
vertretenen Lipide.l”® Ihr Aufbau ist in Abbildung 2.13 A dargestellt. Das Riickgrat stellt Glycerin da
(in Abbildung 2.13 A griin eingezeichnet). Zwei seiner Hydroxy-Gruppen sind mit Fettsduren (blau)
verestert, die dritte mit einer Phosphat-Gruppe, welche wiederum mit der Kopfgruppe verestert ist.[%¢ 4]
Je nach Kopfgruppe werden Phospholipide weiter unterteilt. So tragen zum Beispiel
Phosphatidylglycerole (PG) Glycerin als Kopfgruppe, wahrend Phosphatidylcholine (PC) eine Cholin-
Gruppe beinalten. Aufgrund des positiv geladenen Cholins handelt es sich bei PC um zwitterionische
und netto-ungeladene Lipide, wahrend es sich bei PG um negativ geladene Lipide handelt. Es besteht
die weitldufige Annahme, dass die zwitterionische Eigenschaft des PC essenziell fur die Ausbildung
stabiler Zellmembranen ist. Die &uBere Schicht dieser besteht dabei zu bis zu 90% aus diesen
Phospholipiden.® Daneben sind sie auch als oberflachenaktive Substanzen in biologischen Systemen
zu finden, so zum Beispiel als Teil der Gelenkknorpel-Oberflachel’™™ oder als Surfactanten, welche die
innere Oberflache der Lungenblaschen bedecken.l® Durch den Aufbau existiert ein hydrophober und
ein hydrophiler Bereich im Molekul, wobei ersterer die Alkyl-Ketten der Fettsdure beinhaltet, wahrend
das ubrige Molekul letzterem Bereich zugeordnet wird. Es handelt sich bei Phospholipiden somit um
amphiphile Molekile. Bei Zusammenlagern von Phospholipiden kénnen sie verschiedene Strukturen
wie Mizellen, Vesikel, oder Mono- und Bilagen ausbilden. Dabei sind sie immer so angeordnet, dass
die hydrophoben Bereiche der Lipide in raumlicher Nahe zueinander sind, ebenso wie die hydrophilen
Bereiche. Somit zeigen auch diese Aggregate definierte hydrophile und hydrophobe Bereiche. In
wassrigen Medien sind letztere dabei immer durch die hydrophile Schicht gegen das Losungsmittel

A 0 B
R R o Phospholipid-Grundgerist
YR
0 0
H Phosphatidsaure
OH Phosphatidylgl |
- _OH osphatidylglycero
. | .
SN Phosphatidylcholin Cholesterol
|
NHz
. - Phosphatidylserin
~~"COOH

Abbildung 2.13: A Grundlegender Aufbau von Phospholipiden. Die obige Darstellung zeigt das
Grundgerust, bestehend aus Glycerol (griin), den veresterten Fettsduren (blau), der Phosphatgruppe
(schwarz) und der Kopfgruppe X (rot). Fur letztere ist eine Auswahl von typischen Kandidaten und
dem damit assoziierten Namen des Phospholipids gegeben.l®® B Cholesterol, das haufigste in
Eukaryoten-Membranen anzutreffende Sterol. Das Sterol-Grundgerust ist rot eingezeichnet.
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abgeschirmt.'7 So bestehen Bilagen aus zwei Monolagen, welche so aggregieren, dass sich die
Fettsduregruppen im Inneren befinden. Lipide haben dabei keinen festen Platz, sondern kénnen sich
lateral in der Monolage bewegen. Auch kénnen sie in die andere Lage Ubergehen, ein Prozess der durch
spezialisierte Proteine, die Flippasen, katalysiert wird.[ 7 Eine weitere wichtige Klasse der Lipide sind
Sterole. Diese weisen ein tetra-zyklisches Grundgerlst mit einer Hydroxy-Gruppe (in Abbildung 2.13
B rot eingezeichnet) sowie einer flexiblen hydrophoben Seitenkette auf. Die Hydroxid-Gruppe gibt dem
anderweitig hydrophoben Sterol hydrophile Eigenschaften, wahrend die Seitenkette fir die Diversitat
der Sterole sorgt. Dabei sind verschiedene Seitenketten charakteristisch fir bestimmte Doménen des
Lebens. In tierischen Zellmembranen kommt zum Beispiel hauptséchlich das Sterol Cholesterol (Chol,
Abbildung 2.13 B) vor, wohingegen in Fungi Ergosterol tiblich ist. Sterole sind nicht dazu imstande,
eigenstandig Bilagen auszubilden. Stattdessen lagern sie sich in von Phospholipiden wie PC gebildeten
Bilagen ein, wobei die Hydroxid-Gruppe in die hydrophile Kopfgruppen-Schicht integriert ist. Die
Einlagerung fiihrt dabei zu einer Umstrukturierung der Membran, was deren physikalische und
biologische Eigenschaften wie Dicke, Biegesteifigkeit und Permeabilitat beeinflusst. 68 79-81]

Die genaue Struktur der Phospholipid-Bilagen ist von mehreren internen und externen Faktoren
abhangig. Je nach Art der Kopfgruppe, Lange und Séttigungsgrad der Fettséduren, aber auch
Zusammensetzung der Bilage sind die interne molekulare Anordnung und somit auch physikalische
Eigenschaften wie Dicke und Biegesteifigkeit unterschiedlich.®2% Dabei treten temperaturabhangige
Phasen auf, wie sie in Abbildung 2.14 dargestellt sind. Sie sind strukturell charakterisiert durch die
Welligkeit der Bilage und die interne Anordnung der Fettsaureketten.® Bei niedrigen Temperaturen
liegen die Lipide in der geordneten sub-Gel-Phase L. vor. Die Fettsdureketten sind dabei gestreckt und
zeigen einen hohen Ordnungsgrad. Gleichzeitig sind sie gewinkelt zur Bilagen-Normalen angeordnet.
Bei Temperaturerh6hung findet ein Phaseniibergang in die Gel-Phase Lg oder Lg/ statt. Die Bilage ist
in dieser Phase starker hydratisiert und die Ordnung der Kettengruppen sinkt, ist jedoch noch immer
hoch. In der Lgs-Phase liegen die Kettengruppen weiterhin gewinkelt zur Bilagen-Normale vor, wéahrend

sie in der Lg-Phase parallel zu dieser angeordnet sind. Welche der beiden méglichen Gel-Phasen

vorliegt, ist von der Kopfgruppe des Lipids abhéngig. So bilden zum Beispiel Phosphatidylethanolamine
(PE) typischerweise die Lg-Phase aus, wahrend PC tblicherweise die Lg/-Phase ausbildet.

Bei hoheren Temperaturen findet ein Ubergang in die fliissigkristalline L,-Phase, bei der die Fettsauren
parallel zur Bilagen-Normale vorliegen, jedoch stark ungeordnet sind. Diese ist die physiologisch
wichtigste Phase; die meisten Lipid-Bilagen in biologischen Systemen liegen in dieser Phase vor. Bei
PC mit Fettsauren unter einer Lange von 20 Kohlenstoffatomen kann ein zweistufiger Ubergang zur
flussigkristallinen Phase Uber die gewellte Pzr-Phase beobachtet werden. Diese ist charakterisiert durch

langwellige Fluktuationen und eine anormale Zunahme der Lagendicke. Die Fettséureketten liegen
gewinkelt vor und zeigen eine Ordnung, welche zwischen der der Lgr- und L,-Phase liegt. Langkettige
PCs zeigen dahingegen keinen zweistufigen Ubergang, wobei der Grund hierfiir nicht abschlieRend
geklart ist. In gemischten Lipid-Bilagen konnen auch Mischungen verschiedener Phasen mit
Domanenbildung vorliegen.©2 &
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Die direkte Untersuchung biologischer Membranen ist oft mit groReren Schwierigkeiten verbunden, da
ihr Aufbau komplex und ihre Isolation aufwandig ist.!¥-8% Somit ist eine synthetische Darstellung von
Lipid-Aggregaten niitzlich, um biomimetische Modellsysteme der Membranen zu erhalten.

Monolagen und bis zu zwei Bilagen konnen mithilfe eines Langmuir-Trogs prapariert werden.® Dabei
werden die Lipide in einem fliichtigen organischen Losungsmittel gelost und auf eine Wasseroberflache
aufgetragen. Nach Verdampfen des Losungsmittels bleiben die Lipide auf der Oberflache zurlick, wobei
sich die hydrophoben Fettsdureketten auf der Luft-Seite befinden. Der entstandene Film wird durch
Zusammenschieben von Barrieren komprimiert, sodass eine vollstandige Monolage entsteht. Diese kann
dann direkt untersucht!? *! oder verwendet werden, um substratgestiitzte Bilagen zu praparieren. Hierfiir
wird ein geeignetes Substrat vor dem Aufbringen der Lipide in den Trog eingetaucht. Beim
Herausziehen des Substrats wird eine Monolage auf der Substrat-Oberflache aufgebracht. Man
bezeichnet diesen Prozess als Langmuir-Blodgett-Technik (LB). Die Substrat-Oberflache ist dabei
orthogonal zur Wasseroberflache ausgerichtet. Um eine vollstdndige Bilage zu erhalten, kann das
Substrat anschlieBend erneut in den Trog eingetaucht werden. Dies erfolgt entweder mit der genannten
Orientierung nach LB oder mit einer Orientierung der Substrat-Oberflache parallel zur
Wasseroberflache. Letzteres wird Langmuir-Schafer-Technik (LS) genannt. Wahrend bei LS die aul3ere
Monolage nur auf einer Substrat-Oberflache abgeschieden wird, findet die bei LB auf beiden Substrat-
Oberflachen statt. Somit erlaubt LS eine asymmetrische Beschichtung beider Seiten. Ein weiterer
Vorteil ergibt sich bei Lipiden, welche nur schwache Interaktionen mit der Substrat-Oberfl&che haben.
Hier besteht beim Auftragen der zweiten Monolage in LB-Orientierung die Gefahr, die erste Monolage
beim Eintauchen in die Flissigphase abzulésen, was in LS-Orientierung vermieden wird.[ Wahrend
mit LB und LS reproduzierbar bis zu zwei Bilagen mit guter Vollstandigkeit abgeschieden werden
konnen ist die Praparation groferer Bilagen-Stapel hiermit jedoch nicht mdglich.

Lg

T

Abbildung 2.14: Darstellung typischer Phasen von Lipid-Bilagen. Von links nach rechts sind die
thermodynamisch stabilen Anordnungen bei steigender Temperatur dargestellt, wobei die P-Phase

nur bei einigen Phosphatidylcholinen beobachtet wird.[4
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Alternativ kénnen substratgestiitzte Bilagen mithilfe von Vesikelfusion prapariert werden.®” Hierfir
wird zundchst eine LoOsung von  Lipid-Vesikeln  hergestellt, beispielsweise  durch
Ultraschallbehandlung®! oder Extrusion.l®? Diese wird dann in Kontakt mit der Substratoberflache
gebracht, sodass die Vesikel auf dieser adsorbieren und aufplatzen kénnen, woraufhin sie zu einer Bilage
zusammenwachsen. Oft findet dieser Prozess spontan statt, er kann jedoch auch durch &ulere Einflusse
wie Temperatur oder osmotischen Druck ausgeldst werden. Die Lipide sind dabei wéhrend des gesamten
Prozesses vollstandig hydratisiert und zeigen dadurch ein Verhalten nahe ihrem nativen biologischen
Zustand. Auch ist die Abscheidung von Vesikeln auf zuvor mit LB oder LS préparierten Bilagen
moglich. 86871

Werden grofiere Stapel von Bilagen, sogenannte Oligobilagen, bendtigt, bietet sich deren Praparation
durch Rotationsbeschichtung an.!®® Hierbei wird eine Ldsung der Lipide in einem fllchtigen
Losungsmittel angesetzt, welche auf das Substrat aufgebracht wird. Dieses wird sodann mit hoher
Frequenz gedreht, sodass der GroRteil der Losung von der Oberflache geschleudert wird und nur ein
dunner Film verbleibt. Die Zahl der Bilagen kann dabei Uber verschiedene Parameter wie
Rotationsgeschwindigkeit, Temperatur, Viskositat und Dampfdruck des Ldsungsmittels oder die
Konzentration der Lipide in Lésung gesteuert werden und ist gut reproduzierbar. Somit kénnen Stapel
von bis zu 30 Bilagen prapariert werden.[©8

Um Multilagen von mehreren Hundert bis Tausend Bilagen zu praparieren kénnen diese aus einer
Losung auf dem Substrat eingedampft werden. Es handelt sich hierbei um eine simple
Préparationsmethode um die physikalischen Eigenschaften der Lipide-Bilagen zu untersuchen, da der
Einfluss des Substrats durch die groRe Anzahl an Bilagen unterdriickt wird. Uber die Lipid-
Konzentration in der verwendeten Ldsung ist die Anzahl der Bilagen einigermalien gut kontrollierbar,
jedoch nicht genau reproduzierbar.®4!

Alternativ kénnen Lipid-Oligobilagen und -Multilagen mit Airbrush-Techniken auf die Substrat-
Oberflache aufgebracht werden. Dabei werden waéssrige Losungen von Lipid-Vesikeln auf die
Oberflache aufgespriint, wobei die Bilagenzahl durch den am Spriihkopf angelegten Druck, den Abstand
zum Substrat, die Dauer des Sprihvorgangs, sowie der Konzentration des Lipids in der Emulsion
kontrolliert werden kann.[%-94]
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2.4.2. Membranproteine Zytochrom C und Gramicidin

Wie in Abschnitt 2.4 beschrieben enthalten Zellmembranen neben Lipiden und Kohlehydraten eine
Vielzahl von Proteinen, welche auf unterschiedliche Art mit der Membran verbunden sind und ebenso
deren Funktionalititen auf verschiedene Arten modifizieren. Die Zahl der bekannten Membranproteine
tibersteigt den Rahmen der vorliegenden Arbeit deutlich, weshalb nachfolgend nur zwei Proteine,
welche hier Anwendung finden, genauer beleuchtet werden sollen.

Das Protein Zytochrom C (CytC) ist ein essenzieller Bestandteil tierischen Lebens. Es handelt sich dabei
um ein kleines Protein von 100 — 120 Aminosduren und einem MW von 13 kDa. In den Mitochondrien
ist es am Prozess der ATP-Synthese beteiligt. Daruber hinaus spielt es eine wichtige Rolle im Zelltod,
der sogenannten Apoptose, sowie der embryonischen Entwicklung der Immunabwehr. In Eukaryoten
ist es als peripheres Membranprotein der inner-mitochondrialen Membran zu finden.!®! Die Struktur
mitochondrialen CytC wurde in den 1970er Jahren von Swanson et al. aufgeschlisselt.’l Die
Unterschiede zwischen dem CytC verschiedener Sdugetiere sind gering. Sie alle enthalten eine oder
mehrere Ham-Gruppen, welche kovalent iber eine Thioether-Bindung mit Cystein mit der Polypeptid-
Kette verbunden sind (siehe Abbildung 2.15). Das Zentrum der H&m-Gruppe bildet ein sechsfach
koordiniertes Fe?*-lon. Dieses ist vierfach von den vier Stickstoff-Atomen des Porphyrin koordiniert,
zwei weitere Koordinationen finden durch Histidin und Methionin in den Protein-Seitenketten statt.[°
In seiner Hauptfunktion dient CytC als Elektronentransferprotein im Zellatmungsprozess. Es agiert
dabei als Redox-Intermediat zum Transfer zwischen membrangebundenen Proteinkomplexen der
Mitochondrien. Dieser bewirkt einen Protonenfluss tiber die Membran aus der Mitochondrien-Matrix.
Durch den passiven Riickfluss von Protonen wird die ATP-Synthase angetrieben.s 8 Aufgrund seiner
thermischen Stabilitat und stark rétlichen Farbung ist die Isolation und Aufarbeitung vergleichsweise
einfach, was es in Kombination mit seiner Bedeutung fiir wichtige Zellprozesse zu einem der
meistuntersuchten Proteine macht.[%¢-101]

Gramicidin ist ein antibiotisch wirkendes Protein, welches vom Bakterium Bacillus brevis wahrend der
Sporenbildung produziert wird.['®? Dabei ist seine genaue Rolle fir das Bakterium bislang nicht

S ~-Cys
Cys/ S

COOH
HOOC

Abbildung 2.15: H&m C Gruppe, wie sie in Zytochrom C vorzufinden ist. Das zentrale Eisen-lon wird
sechsfach koordiniert. Es wird vierfach durch die Stickstoff-Atome des Porphyrin-Rings koordiniert,
wahrend zwei weitere Koordinationen durch Methionin und Histidin der Protein-Seitenketten
gegeben sind.[*
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bekannt. Es wird jedoch angenommen, dass es eine Rolle bei der Gen-Regulation beim Ubergang von
der vegetativen Wachstumsphase des Bakteriums in die Sporulations-Phase spielt.}°21%1 Seine
antibiotische Wirkung wurde durch René Dubos nachgewiesen und 1939 als erstes Antibiotikum in
klinischen Studien angewandt.’®! Der Erfolg dieser ebnete den Weg fiir die Forschung an weiteren
wichtigen Arzneimitteln wie Penicillin.['%! Gramicidin ist ein lineares Pentadecapeptid mit einem MW
von etwa 1,9 kDa, welches nativ helikale Strukturen ausbildet. Es besteht ausschlielich aus
hydrophoben und amphiphilen Aminosduren. Zusatzlich sind der C- und N-Terminus funktionalisiert,
wodurch es eine der hydrophobsten bekannten Peptidsequenzen zeigt.[*%% 1061

Es sind verschiedene Arten von Gramicidinen bekannt, die sich in ihrem Aufbau leicht unterscheiden.
Gramicidin A macht etwa 85% der nattrlichen Gramicidin-Mischung aus. An der elften Position seiner
Aminosduresequenz befindet sich Tryptophan, welches bei Gramicidin B durch Phenylalanin und bei
Gramicidin C durch Tyrosin ersetzt ist. Die nattrliche Mischung der Gramicidine wird als Gramicidin
D (GramD) bezeichnet.l'®*l Im Gegensatz zu den meisten Proteinen, welche ausschlieRlich aus L-
Aminosauren bestehen, besteht Gramicidin aus alternierenden L- und D-Aminosauren. Dieser Aufbau
begunstigt die Ausbildung der helikalen Struktur, da somit die hydrophoben Seitenketten auf der
Aulenseite der Helix angeordnet sind, wéhrend sich das polare Peptidriickgrat in deren Inneren
befindet.*l Abhangig von seiner Umgebung bilden Gramicidine zwei Formen aus. In organischen
Losungsmitteln ist es hdufig in Form einer zweistrdngigen Helix vorzufinden, in Membranen
eingelagertes Gramicidin liegt hingegen Ublicherweise in Form gestapelter einstrangiger Helices vor,
wobei die Dimerisierung tber die N-Termini stattfindet.!*%%]

So in Membranen eingelagertes Gramicidin bildet einen lonenkanal von etwa 4 A Durchmesser tiber die
Membran hinweg aus, welcher groRR genug fur monovalente Kationen ist. Es sei angemerkt, dass die
zweistrangige Form des Gramicidins solche Kanale nicht aushilden kann.[*®®! Die Lange des Dimers
betragt etwa 26 A, was in etwa der GréRBenordnung einer typischen Lipid-Monolage entspricht. Diese
lagert bei Integration des Proteins um, sodass der lonenkanal sie vollstandig durchdringt.[7-1%¢1 Dje
antibiotische Wirkung Gramicidins ist auf das Ausbilden der lonenkandle zurlckzufiihren. In
Zellmembranen regeln diese den Austausch von lonen zwischen Zytoplasma und Umgebung der Zelle.
Durch das eingelagerte Gramicidin wird das empfindliche Gleichgewicht gestort, was die Funktionen
der Zelle erheblich stort und zum Zelltod filhren kann.[°7 1% Aufgrund seiner guten Verfligbarkeit,
einfachen Modifikation und seines gut aufgeklarten Verhaltens bei Einlagerung in Lipid-Membranen ist
Gramicidin ein ideales Modell-Peptid zur Untersuchung von Peptid-Lipid-Interaktionen.%: 1071

2.5. Gold-Nanopartikel

Nanomaterialien sind Verbunde von Atomen oder Molekiilen in der GréRe von (1 — 100) nm.M Diese
treten in verschiedenen Formen und Zusammensetzungen auf. So kénnen aus Metallen, Halbleitern und
Metalloxiden unter anderem nanoskalige Partikel in Form von Sphdren, Hohlsphéren, Staben oder
Scheiben synthetisiert werden.**!) Auch Kohlenstoff-Nanoréhren, -Nanofasern und Fullerene zahlen zu
typischen Nanomaterialien.**?) Nanomaterialien haben ein sehr groBes Oberflachen-Volumen-
Verhéltnis, weshalb sie sich in ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften deutlich von den
entsprechenden Bulk-Materialien unterscheiden. So kénnen sie zum Beispiel als Tragermaterialien fur
medizinische Wirkstoffe verwendet werden. Durch Funktionalisierung kann eine gezielte Anreicherung
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von AuNPs in dem Gewebe bewirkt werden, in dem der Arzneistoff wirken soll. Somit kénnen die
typischen Nebenwirkungen der Chemotherapie, bei der h&ufig gesundes Gewebe ebenso wie
Karzinomen angegriffen wird, drastisch reduziert werden.’® Weiter zeigen AuNPs eine
groRenabhangige Farbung, die Ublicherweise nicht mit dem Bulk-Edelmetall verbunden werden wiirde.
Hintergrund ist die Oberflachenplasmonenresonanz, ein Phanomen, bei dem durch Interaktion von Licht
mit Metallen eine kollektive Schwingung der an der Oberflache befindlichen Elektronen ausgeldst wird.
Dies macht AuNPs zu niitzlichen Materialien fir Optik und Sensorik.®! Hinsichtlich photothermischer
Krebstherapie erlaubt die Oberflachenplasmonenresonanz auch die gezielte Schadigung wvon
Krebsgewebe durch Erhitzen eingebrachter Partikel mithilfe von Lasern. Wahrend das umliegende
Gewebe nur schwache Absorption der Laserstrahlung zeigt und somit unbeschadigt bleibt, fihrt die
Anhaufung der NP im Tumorgewebe zu einer starken Erhitzung, die das Absterben des Gewebes zur
Folge hat.[*!

Titanoxid-NPs zeigen starke Absorption von ultravioletter Strahlung und werden daher fiir in Kosmetika
wie Sonnencreme eingesetzt.'**1 Dariiber hinaus werden Nanomaterialien, insbesondere Edelmetall-
NPs, fir die heterogene Katalyse verwendet.[**4 Durch die vielfaltigen Anwendungsgebiete ist in den
letzten Jahrzehnten ein bestdndig wachsender Markt fliir Nanomaterialien entstanden. Die
Marktforschung geht von einer jahrlichen Produktion von tiber 2000 Kilotonnen bis 2028 aus.!**"!

Gleichzeitig birgt die wachsende Exposition zu Nanomaterialien auch Risiken fiir Mensch und Umwelt.
Das Einatmen von NPs, zum Beispiel tber Feinstaub, wird mit einem deutlich gesteigerten Krebsrisiko
in Verbindung gebracht.[*¥ Auch der Einsatz von Titanoxid-NPs in Sonnencreme wird in den letzten
Jahren aufgrund der potenziellen Auswirkungen auf Flora und Fauna in Gewassern sowie
Langzeitfolgen fiir menschliche Haut und Gesundheit kontrovers betrachtet.[**® Die Auswirkungen von
NPs auf biologische Systeme sind nicht vollstindig aufgeklart und Langzeitfolgen oft
unvorhersehbar.[?!

Da sich die vorliegende Arbeit mit der Interaktion kolloidaler AUNP mit biomimetischen Membranen
beschéftigt, wird deren Herstellung im Folgenden naher beschrieben. Wahrend AuNP bereits im antiken
Rom zur Farbung von Glas zum Einsatz kamen, wenngleich ohne Kenntnis der genauen Hintergriinde
der Farbung,®! kommen heutzutage kontrollierte Prozesse zum Einsatz, mit denen Partikel
reproduzierbarer GréRe hergestellt werden kénnen. Die verschiedenen Methoden kénnen dabei grob in
Top-Down- oder Bottom-Up-Verfahren unterteilt werden. Bei ersteren werden NPs aus einem Bulk-
Material herausgeldst, zum Beispiel durch Laserablation oder dieses mechanisch zerkleinert, um das
Nanomaterial zu erhalten.[*'7] Dies erlaubt eine schnelle Préaparation, welche gut skalierbar und somit
vor allem fir die chemische Industrie von Interesse ist. Jedoch ist die GroRRenverteilung oft breit und
schlechter kontrollierbar als bei Bottom-Up-Verfahren. Diese basieren dagegen auf der spontanen
Clusterbildung von einzelnen Atomen in Ubersattigter Losung zu den Nanomaterialien. Durch den
Einsatz von stabilisierenden Liganden und Variation der Reaktionsbedingungen koénnen gezielte
PartikelgroRen mit enger GrolRenverteilung erzeugt werden. Solche Verfahren sind jedoch nur bedingt
skalierbar und tiblicherweise deutlich zeitaufwéndiger.™*']

Synthesen von AuNP basieren dabei allgemein auf der Reduktion von Au3*-lonen in wassriger Losung,
wodurch eine Ubersattigung von Au® erzeugt wird. Die Atome agglomerieren somit zu Partikeln. 8]
Die GroRe der Partikel und erzielte GroRenverteilung ist dabei in groBem Malie von der Geschwindigkeit
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des Reduktionsschritts abhangig. Bei schneller Reduktion und damit einhergehenden Uberséttigung
werden mehr Kristallisationskeime gebildet und es entstehen kleinere Partikel. Somit haben die Wahl
von Lésungsmittel, Reduktionsmittel und Reaktionstemperatur einen grof3en Einfluss auf die erhaltene
PartikelgroRe.l'*® NPs sind metastabile Gebilde und neigen zur Agglomeration. Der Einsatz
stabilisierender Liganden ist somit essenziell um eine kontrollierte Partikelgréfe zu erhalten. Fir AuNP
kann hierflr dessen starke Affinitat zu Thiolen ausgenutzt werden, um Liganden an der Partikel-
Oberflache zu adsorbieren, die ein Zusammenwachsen der Partikel hemmen.' Die zwei wichtigsten
Synthesemethoden werden nachfolgend erléutert.

Bei der Citrat-Synthese nach Turkevich et al. wird einer wassrigen Au3*-Losung unter Rihren eine
L6sung von Natriumcitrat hinzugefiigt.[**°! Dieses dient dabei sowohl als Reduktionsmittel, als auch als
Partikel-Stabilisator. Somit kénnen NPs mit einem Durchmesser von etwa (20 — 40) nm bei schmaler
GroRenverteilung synthetisiert werden. Die GroRe der Partikel lasst sich dabei durch Variation des pH-
Wertes oder Zusatz von Fremdsalzen regulieren.i*2-121 Eine Isolation der Partikel zur Untersuchung
kontrollierter Interaktionsmechanismen ist jedoch schwierig.

Bei der in den 1990er Jahre entwickelten AUNP-Synthese nach Brust und Schiffrin findet dagegen die
Reduktion der Au3*-lonen unter Phasentransferkatalyse in einer organischen Phase statt, welche
langkettige Thiole als Stabilisatoren enthalt.*?2 Durch den Einsatz starker Reduktionsmittel wie
Natriumborhydrid kénnen sehr kleine Partikel mit Durchmesser < 10 nm und groBer Homogenitat
erhalten werden, die sich leicht isolieren und trocknen lassen. Die PartikelgrofRe kann auerdem durch
das Mengenverhéltnis der Au3*-lonen zu den Liganden gesteuert werden.*?! Die Synthesemethode
zeichnet sich auBerdem durch eine gute Reproduzierbarkeit aus, was eine breite Anwendung in der
Forschung seit der Erstpublikation zur Folge hatte.[?4 Neben AuNP wurde auerdem auch die Synthese
anderer Edelmetall-NPs wie Silber und Kupfer demonstriert.l!21%] Da die erhaltenen NPs jedoch
aufgrund ihrer Liganden kaum wasserldslich sind, mussen diese vor Verwendung in wassrigen Medien
gegen amphiphile Liganden ausgetauscht werden. Hierbei ist wichtig, dass die amphiphilen Liganden
eine dhnlich starke Bindung zum Metall eingehen, damit sich ein chemisches Gleichgewicht beider
Liganden auf der Partikeloberflache einstellen kann.[18 1271
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3.1. Liste verwendeter Chemikalien

3. Experimentalteil

Tabelle 3.1: Fur die vorliegende Arbeit verwendete Chemikalien. Wo nicht genannt, wurde vom
Hersteller keine Angabe zur Reinheit gegeben.

Chemikalie Reinheit Hersteller
Aceton >99,8%  Sigma-Aldrich
Ammoniak (25%) p.a. Bernd Kraft
Chloroform >99% Acros Organics
Chloroform (Uvasol) >99% Supelco
Cholesterol >99% Avanti Polar Lipids
Keine
a-Chymotrypsin aus Rinderpankreas, = 40 units/mg Angabe Sigma
(k.-A.)
Zytochrom C (CytC) aus Rinderherz >95% Sigma
Deuterium Oxid (D20) 99,9 atom% Sigma-Aldrich
Dichlormethan (DCM) > 99% Sigma-Aldrich
Diethylether => 99,8% Merck
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC) > 99% Avanti Polar Lipids
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (DMPG) > 99% Avanti Polar Lipids
Ethanol > 99,8% Honeywell
Gold(lhchlorid-Trihydrat >99,9%  Aldrich
Gramicidin von Bacillus aneurinolyticus (Bacillus brevis), i i
Mischung aus Gramicidin A, B und C KA Sigma-Aldrich
Hexan >95% Acros Organics
Hyaluronséaure, 731 kDa Lifecore
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethanolsulfonsaure >99,5%  Sigma-Aldrich
Isopropanol p.a. Honeywell
Kaliumchlorid =>99% Sigma-Aldrich
Magnesiumchlorid (MgCly), anhydrous =>98% Sigma-Aldrich
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Chemikalie Reinheit Hersteller
L\II\,AI\LNB-rt)rimethyl-(11-mercaptoundecyl)ammoniumbromid > 90% Aldrich
Natriumborhydrid 99% Aldrich
Natriumchlorid (NaCl) p.a. Applichem
Octadecanthiol > 98% Merck
Octadecyltrichlorsilan p.a. Sigma-Aldrich
Octadecanthiol-funktionalisierte Gold-Nanopartikel, 2 — 4 nm )
durchschnittliche ParikelgréRe, 2% (w/v) in Toluol KA Aldrich
Octanthiol >98,5%  Aldrich
Polyallylamin-Hydrochlorid (PAH), 58 kDa K.A. Aldrich

PAH, 17,5 kDa k.A. Aldrich
Salzsdure (31%) p.a. Supelco
Tetrahydrofuran (THF) 99,8% Fisher Scientific
Tetraoctylammoniumbromid 98% Merck
Thioessigséure 96% Aldrich
Toluol p.a. Honeywell
Triethanolamin >99% Sigma-Aldrich
Trimethylamin (4,2 mM in Ethanol) Aldrich
Trypsin-EDTA-L6sung 0,05% Gibco
11-Undecenylbromid 95% Aldrich
Wasserstoffperoxid (30%) p.a. Labochem

International

3.2. Verwendete Software

Zur Darstellung aller erhaltener Daten wurde OriginPro 2021b verwendet (OriginLab, Northampton,
USA), die Darstellung von Molekulen erfolgte in ChemDraw 19.0 (PerkinElmer, Waltham, USA). Die
Auswertung der Daten aus Messungen mit IR-Spektroskopie erfolgte mit in LabVIEW 2018 SP 1
(National Instruments, Austin, USA) selbst erstellten Programmen und Fityk*?8l, fiir die Auswertung
von Reflektometrie-Daten (sowohl NR als auch XRR) wurde das von Andrew Nelson in Python
entwickelte RefNx verwendet.?”) Die Auswertung off-spekularer NR-Messungen erfolgte mit einem
von der Arbeitsgruppe Tanaka (Universitat Heidelberg, Deutschland) entwickelten Programm in Igor
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Pro 8.02 (WaveMetrics Inc., Portland, Oregon, USA). Aufnahmen mit Rasterelektronenmikroskopie
wurden mithilfe von ImageJ analysiert.!?! Die Planung der experimentellen Aufbauten, sowie das
Erstellen sonstiger in der vorliegenden Arbeit présentierter Abbildungen erfolgte in PowerPoint 2019
(Microsoft, Redmond, USA).

3.3. Chemische Synthese
3.3.1. Synthese von MACI

Die Synthese von N,N,N-trimethyl-(11-mercaptoundecyl)ammoniumchlorid (3, MACI) erfolgte in zwei
Stufen nach der Vorschrift von Tien et al.'*% Die zugehorigen Reaktionsgleichungen sind in Abbildung
3.1 dargestellt.

Zundachst  wurde  N,N,N-trimethyl-10-undecen-1-ammoniumbromid  (2)  synthetisiert.  11-
Bromundeceneyl (1,2,13 g, 52 mmol) wurde unter Rilhren zu einer Lésung von Trimethylamin in
Ethanol (50 ml, 4,2 mmol/l) gegeben. Die Reaktionslosung wurde zwei Tage bei Raumtemperatur
geruhrt. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert, in Dichlormethan (DCM, 30 ml) geldst und mit
Toluol (500 ml) bei —20 °C gefallt. Nach Abfiltrieren und Trocknen unter Normalbedingungen wurde
2 als farbloser Feststoff (8,79 g, 55%) erhalten. Die verglichen mit der VVorschrift geringe Ausbeute ist
auf Verluste beim Umkristallisieren und Filtrieren zurtickzuftihren.

AnschlieBend erfolgte der Umsatz von 2 zu 3. Es wurde 2 (2,92 g 9,53 mmol) in DCM (20 ml)
vorgelegt und unter Ruhren Thioessigsaure (2 ml, 28,1 mmol) zugegeben. Die Reaktionsldsung wurde
6 h mit einer Halogenlampe (500 W) beleuchtet. Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und der Feststoff mit Diethylether gewaschen. Dieser wurde anschlieBend mit verdinnter
Salzséure (20 ml, 10%) versetzt und 1 h unter Rickfluss gekocht. Das Ldsungsmittel wurde unter
reduziertem Druck entfernt. Der erhaltene hellgelbe Feststoff wurde mit kaltem Isopropanol gewaschen
und anschlieBend erneut im Vakuum getrocknet. 3 wurde als farbloser Feststoff erhalten (1,94 g, 72 %).
Verluste kamen hauptséchlich durch das Waschen zustande.

EtOH @
MBF + NMe, » MNMG3 BC;’)

(1) (2)
o 1) DCM, hv
@ 2) HCI, reflux @
f(\/);\NM% Br v HS/WNMee, &
(2) (3)

Abbildung 3.1: Synthese von MACI (3) nach Tien et al.[**]

3.3.2. Synthese kationischer Gold-Nanopartikel

Die Synthese von AuNPs erfolgte in zwei Schritten. Zuerst sollten hydrophobe Partikel mit einem
Durchmesser von 2 nm beziehungsweise 5 nm synthetisiert werden. Hierfur wurde die von Brust et al.
beschriebene Vorschrift verwendet und die PartikelgroRe anhand der von Hostetler et al. publizierten

Daten eingestellt.'?>121 7y diesem Zwecke wurde das Verhaltnis von Tetrachlorgoldsiure zu
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Alkanthiol angepasst, wahrend die Uibrigen Reaktionsbedingungen gleich gehalten wurden. Fiir Partikel
mit einem Durchmesser von 2 nm wurden beide Komponenten in gleichen Mengen verwendet, fiir
solche mit einem Durchmesser von 5 nm wurde die Stoffmenge des Thiols gegeniiber der S&ure
geviertelt. In einer beispielhaften Reaktion wurde Tetraoctylammoniumbromid
(341,74 mg, 0,625 mmol) in Toluol (20 ml) gelést und unter Rihren Tetrachlorgoldsdure-Trihydrat
(98,46 mg, 0,25 mmol) in vollentsalztem Wasser (6 ml) zugegeben. Nach vollstdndiger Entfarbung
der wassrigen Phase wurde diese abgetrennt und Octadecanthiol (71,64 mg, 0,25 mmol) zur
organischen Phase gegeben. Es wurde verglichen mit der Literatur ein Thiol mit gréRerer Kettenlédnge
verwendet, um die Handhabung und Stabilitdt der erhaltenen Partikel zu verbessern. Die
Reaktionslésung wurde 10 min bei Raumtemperatur gertihrt und anschlieend Natriumborhydrid
(94,58 mg, 2,5 mmol) in vollentsalztem Wasser (25 ml) innerhalb von 10 s zugegeben. Die Ldsung
wurde 3,5 h gerlhrt. AnschlieBend wurde die wassrige Phase entfernt und die organische Phase unter
vermindertem Druck auf wenige Milliliter eingeengt. Ethanol (100 ml) wurde hinzugegeben und der
Kolben 5 min in ein Ultraschallbad gebracht, um eine gleichméRige Suspension zu erhalten. Diese
wurde bei —20 °C gelagert, bis sich der Feststoff vollstandig am Kolbenboden abgesetzt hatte. Dieser
wurde zentrifugiert, anschlieBend mit Ethanol und Aceton gewaschen und im Vakuum getrocknet.
Hydrophobe AuNP (105,92 mg) wurden als schwarzer Feststoff erhalten.

Um kationische AuNP herzustellen, wurden die Alkanthiole gegen den nach Abschnitt 3.3.1
synthetisierten Liganden 3 ausgetauscht.[**Y Hierzu wurden in einem beispielhaften Ansatz die AuNP
(75 mg) in Tetrahydrofuran (THF, 10 ml) geldst, 3 (75 mg) hinzugegeben und die Reaktionslésung
drei Tage bei Raumtemperatur geriihrt bis der Feststoff vollstdndig ausgefallen war. Dieser wurde
zentrifugiert, mit DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet. Kationische AuNP wurden als
schwarzer bis dunkelbrauner Feststoff (92 mg) erhalten.

3.4. Probenpraparation

Vorbereitend zur Beschichtung der verwendeten Substrate wurden unterschiedliche
Reinigungsprotokolle verwendet, die im Folgenden beschrieben werden. Dabei unterscheidet sich das
verwendete Reinigungsprotokoll je nach vorgesehener Anwendung der praparierten Proben.

Fur SE, Rasterelektronen-Mikroskopie (REM) und XRR wurden Bor-dotierte (100)-Silizium (Si) Wafer
(Siegert-Wafer GmbH, Aachen, Deutschland) mit 50,8 mm Durchmesser und 500 pm Dicke verwendet
(nachfolgend auch 2"-Wafer genannt). Je nach Bedarf wurden sie vor der Reinigung oder nach der
Beschichtung in passende Stiicke gebrochen. Es wurde fur diese Substrate fast ausschlielich das
vereinfachte Reinigungsprotokoll, welches in Abschnitt 3.4.1 beschrieben ist, verwendet. Einzig fir die
Préparation selbstorganisierter Monoschichten (self-assembled monolayers, SAM) wurde die
nachfolgende Methode auch fir diese Substrate verwendet.

Fur Experimente, welche ausschliellich mit NR stattfanden, wurden einseitig polierte, runde Si-
Kristalle mit einem Durchmesser von 60 mm und einer Dicke von etwa 10 mm verwendet (Crystec,
Berlin, Deutschland). Diese Messungen fanden am Helmholtz-Zentrum Berlin (HZB) statt. Fiir diese
Substrate waren Dotierung und Orientierung nicht bekannt. Fiir Experimente, in denen zusétzlich ATR-
FTIR-Spektroskopie zum Einsatz kam, mussten beidseitig polierte Si-Kristalle mit 10 mm Dicke
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verwendet werden, welche zusatzlich an gegeniberliegenden Seiten um 45° abgeschrégt waren
(nachfolgend auch ATR-Kristalle genannt). Auch diese Flachen waren poliert. Diese Geometrie
ermdglicht insgesamt funf Reflexionen des IR-Strahls im Kristall (siehe Abbildung 3.6 A). Zu Beginn
der vorliegenden Arbeit bereits vorhandene Substrate waren Bor-dotiert, wohingegen flr spatere
Experimente Phosphor-dotierte Kristalle eingekauft wurden (Siliciumbearbeitung Andrea Holm, Tann,
Deutschland). Aufgrund des deutlich hoheren Preises der fur NR-Experimente genutzten Substrate
wurden diese mehrfach verwendet. In vielen Fallen war auch hier das einfachere Reinigungsprotokoll
ausreichend, blieben beim Spilen mit Chloroform jedoch noch Riickstéande auf der beschichteten Flache
zurlick, so wurde das RCA-Reinigungsprotokoll verwendet (entwickelt im Auftrag der Radio
Corporation of America). Auch dieses ist in Abschnitt 3.4.1 beschrieben.

Fur die in Kapitel 9 beschriebene Untersuchung von Lipid-Multilagen mit offspekularer NR wurden
grole Si-Wafer (Siegert Wafer, Aachen, Deutschland; @ (100 + 0,5) mm, Dicke (650 + 25) um, p-
dotiert) verwendet. Diese wurden nach dem in Abschnitt 3.4.1 beschriebenen vereinfachten
Reinigungsprotokoll gereinigt. Die Probenpréparation erfolgte daraufhin durch Eintrocknen einer nach
Abschnitt 3.4.3 hergestellten Vesikellosung im Trockenschrank bei 70 °C.

3.4.1. Reinigungsprotokolle

Die Reinigung der fur die vorliegende Arbeit verwendeten Substrate erfolgte je nach
Verschmutzungsgrad anhand zweier Protokolle. Unbenutzte oder nur leicht verschmutzte Substrate
wurden dreimal mit Chloroform abgespilt und im Stickstoff-Strom getrocknet. Anschlieend wurden
sie fur mindestens eine Stunde in einem Ethanolbad gelagert, mit Ethanol abgespilt und erneut im
Stickstoffstrom getrocknet. Dieser Prozess wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit als vereinfachtes
Reinigungsprotokoll bezeichnet.

Zeigten die Substratoberflachen Verschmutzungen, die mit dem beschriebenen Verfahren nicht entfernt
werden konnten, wurden sie dem RCA-Verfahren unterzogen. Bei diesem werden die Substrate fiir
10 min in einer verdinnten Lésung von Ammoniak (25%) und Wasserstoffperoxid (30%) in Wasser
(Verhéaltnis 1:1:5) bei 60 °C bis 70 °C gelagert. Das Substrat wurde anschlieBend entnommen, mit
vollentsalztem Wasser abgespiilt und weitere 10 min in einer verdiinnten Lésung von Salzséure (37%)
und Wasserstoffperoxid (30%) in Wasser (Verhdltnis 1:1:5) bei 60 °C bis 70 °C gelagert. Nach
Entnahme und Abspllen mit vollentsalztem Wasser und Ethanol wurde das Substrat mit Stickstoff
getrocknet und bis zur weiteren Verwendung unter Stickstoff gelagert.

3.4.2. Praparation von Lipid-Oligobilagen mit
Rotationsbeschichtung

Die Praparation von Lipid-Oligobilagen erfolgte nach der Methode der Rotationsheschichtung. Hierbei
werden Si-Substrate zundchst mit einer Losung der Lipide, (blicherweise in einem Ldsungsmittel mit
hohem Dampfdruck, bedeckt. Das Substrat wird anschlieBend mit hoher Drehzahl rotiert, wobei es
mithilfe eines angelegten Vakuums auf dem Probenteller fixiert ist. Dabei wird Uberschiissige Lésung
von der zu beschichtenden Oberflache geschleudert. Das verbleibende Losungsmittel verdampft schnell
und hinterlasst einen diinnen ebenmaligen Film des Lipids auf der Substratoberfldche. Dieser Prozess
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ist in Abbildung 3.2 schematisch dargestellt. Die Dicke des Filmes kann dabei sowohl Uber die
Konzentration der verwendeten Losung als auch Uber die gewéhlte Drehgeschwindigkeit angepasst
werden. Auf diese Weise lassen sich Proben von Lipid-Oligobilagen mit guter Reproduzierbarkeit
herstellen, jedoch ist auch die Praparation von anderen Materialien, wie zum Beispiel Polymeren in der
Fachliteratur dokumentiert.[®® 1321

Die Praparation der fur die vorliegende Arbeit verwendeten Lipid-Oligobilagen erfolgte auf Grundlage
der von Mennicke et al. beschriebenen Methode.® Um die gewéahlten Substrate zu beschichten, wurden
sie zunachst nach den in Abschnitt 3.4.1 beschriebenen Reinigungsprotokollen gesdubert. AnschlieRend
erfolgte am Spin-Coater eine weitere Reinigung, indem die Oberflache dreimal mit Chloroform bedeckt
und mit dem gewahlten Programm rotiert wurde. Flr die verschiedenen Substrate standen zwei Gerate
zur Verfugung: Dinne Si-Wafer wurden an einem kommerziell erh&ltlichen Spin-Coater (Spincoat
G3D-8, Specialty Coating Systems, Indianapolis, USA) beschichtet. Dieser war so programmiert, dass
die Probe zunéchst fiir eine Sekunde bei 500 rpm rotiert wurde und anschlielend weitere 39 s bei
4000 rpm. Die Beschleunigung der einzelnen Schritte war hierbei maximal eingestellt, womit die
angestrebte Drehzahl in etwa einer Sekunde erreicht wird. Fur dickere Substrate, welche bei ATR-FTIR-
und NR-Messungen zum Einsatz kamen, wurde ein Spin-Coater (708D, Specialty Coating Systems,
Indianapolis, USA) verwendet. In diesem erfolgte eine direkte Beschleunigung auf 4000 rpm. Diese
Drehzahl wurde nach ~ 1 s erreicht und fur 45 s gehalten.

Bei der beschriebenen Beschichtung von Substraten mit Lipid-Ldsungen in Chloroform verbleiben
Ruckstande des Losungsmittels in der Probe. Diese flihren zu einer Destabilisierung bei der Benetzung
dieser mit Wasser, was sich haufig durch ein Abldsen der Probe duRerte. Um die Stabilitat zu verbessern,
wurden die Proben daher vor der Verwendung getrocknet. Wenn nicht anders vermerkt fand die

Pipette
mit Probenlésung

%
Si-Substrat A R * A
Probentisch L <
mit 4000 rpm

Vakuumanschluss

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Rotationsbeschichtung von Si-Substraten mit Lipid-
Oligobilagen nach Mennicke et al.[®
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Trocknung durch Lagerung des beschichteten Substrats unter vermindertem Druck (ber Nacht statt.
Hierfur wurde ein Vakuumtrockenschrank (VD 23, Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland) aus dem
Inventar der Arbeitsgruppe Tanaka verwendet. Vereinzelt fand auch eine Trocknung durch Erhitzen der
Probe statt. Hierzu wurden diese fiir 30 min bei 60 °C in einem Trockenschrank (Kendro T12, Heraeus,
Hanau, Deutschland) gelagert. Vor der Verwendung fur Messungen wurden diese Probe mindestens
eine Stunde abkihlen gelassen.

Beide Trocknungsmethoden fiihrten zu einer Entfernung des verbleibenden Lésungsmittels und somit
zu einer Stabilisierung der Probe fir Untersuchung im wassrigen Milieu, anderten jedoch auch ihre
Topografie. Dies wurde in Arbeiten von B.Sc. Lucca Neupert unter der Anleitung von Andreas Stocklin
(Arbeitsgruppe Dahint, Universitat Heidelberg) mithilfe von Rasterkraftmikroskopie nachgewiesen.[**
Proben vor der Trocknung zeigten hier eine raue Oberflache mit einer Vielzahl an Lochern und Higeln.
Beim Trocknen im Vakuum kam es zu einem lateralen Zusammenwachsen der Locher. Es konnten
Stufen in der Oberflache beobachtet werden, welche abgesehen von der natiirlichen Welligkeit der Probe
mit ganzzahligen Vielfachen der in der Literatur beschriebenen Bilagendicke der verwendeten Lipide
ubereinstimmten.B* 81 Hierbei wurden Hohenunterschiede von mehreren Bilagen festgestellt. Auch die
Trocknung durch Hitzeeinwirkung flihrte zu einer Verdnderung der Probenoberfldche, wobei hier
jedoch neben dem lateralen Zusammenwachsen der Locher auch ein Ausheilen der Probe orthogonal
zur Oberflache beobachtet wurde. Die beobachteten Stufen waren so nur noch in der GroRe einzelner
Bilagen und tiefere Locher wurden nicht mehr beobachtet. Eine Modellvorstellung der Veranderung der
Probenstruktur durch den Trocknungsprozess ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Die beobachteten
Einflisse auf die Eigenschaften der so erhaltenen Proben werden in Abschnitt 5.2 thematisiert.
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Strukturédnderung von Lipid-Oligobilagen durch
Trocknung. Die Rickstande des Losungsmittels (griine Kreise) kénnen durch verminderten Druck (A)
oder Hitzeeinwirkung (B) entfernt werden. Vakuumtrocknung flhrt zu einem lateralen
Zusammenwachsen der Ldcher in den Bilagen, wobei die Probendicke erhalten bleibt. Bei der
Hitzetrocknung erfolgt zusétzlich ein Ausheilen der inneren Bilagen durch Molekiile der &uf3eren
Lagen.
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3.4.3. Praparation von Lipidvesikeln

Zur Praparation von Lipid-Bilagen mit Vesikelfusion wurden kleine unilamellare Vesikel (small
unilamellar vesicles, SUV) hergestellt. Hierzu wurde die gewiinschte Lipidmischung in kleine
Flaschchen abgewogen und mit wenig Chloroform geldst. Die eingewogene Masse wurde so gewahlt,
dass die Konzentration bei der spateren Beschallung 5 mg/ml betrug. Das Losungsmittel wurde im
Stickstoffstrom verdampft und Ruckstande anschlieRend durch nachtliche Lagerung im Vakuumschrank
entfernt. Die gewinschte Pufferlosung wurde hinzugegeben und die Lipide mithilfe einer Ultraschall-
Sonde (Sonicator 3000, Misonix, Farmingdale, USA) in Losung beschallt. Nach 10 — 30 min wurde
eine transparente, leicht opake Losung erhalten. Diese wurde zentrifugiert um Titanoxid, welches sich
wahrend der Beschallung von der Sonde 16st, auszufallen. Der Uberstand wurde anschlieBend auf die
flr die weitere Verwendung gewiinschte Konzentration verdinnt.

Vesikel aus DMPC waren bei Lagerung bei Raumtemperatur etwa zwei Tage verwendbar, bis eine
deutliche Agglomeration der Lipide beobachtet wurde. Die Zugabe von Gramicidin zu den Lipiden
verlangerte diesen Zeitraum auf mehrere Monate, wobei nach etwa einem Monat eine Verfarbung der
Flussigkeit zu sehen war. Vesikel mit Chol-Anteil konnten aufgrund ihrer geringen Stabilitat auf diese
Weise nicht prépariert werden. Nach dem Zentrifugieren war bereits eine starke Agglomeration zu
erkennen.

3.4.4. Probenpréaparation durch Tropfenguss

Die Charakterisierung von NPs fand mittel REM statt. Hierfir wurden die Partikel als Tropfenguss auf
Bruchsticke von Si-Wafer abgeschieden. Diese wurden zuvor aus einem 2"-Wafer gebrochen und
analog zu Abschnitt 3.4.1 mit Chloroform und Ethanol gereinigt. Anschliefend wurden die Bruchstiicke
mit einer Losung der NPs in vollentsalztem Wasser oder, im Falle von wasserunléslichen Partikeln, in
THF vollstandig bedeckt. Die Bruchstiicke wurden unter einem Becherglas bei Raumtemperatur
gelagert, bis das Dispersionsmedium vollstandig verdampft war.

3.4.5. Praparation von selbstorganisierten Monoschichten auf
Silizium-Substraten

Zur Untersuchung von auf Oberflachen adsorbierten Proteinen wurden Si-Substrate mit SAMs von
Octadecyltrichlorsilan prapariert. Hierzu wurde eine literaturbekannte Methode verwendet, die fir die
vorliegende Arbeit leicht abgewandelt wurde. 23413

Die Substrate wurden zundchst mit der in Abschnitt 3.4.1 genannten RCA-Methode gereinigt. Die fir
die Untersuchungen relevante Oberflache wurde direkt nach Trocknung im Stickstoffstrom fur 2,5 h
einer LAsung von 3 mM Octadecyltrichlorsilan in Hexan ausgesetzt. Bei Verwendung eines 2"-Wafers
wurde dieser fur die genannte Zeit vollstdndig in einer gldsernen Petrischale unter der genannten
Flussigkeit gelagert. Da bei Verwendung von ATR-Kristallen die Beschichtung der Riickseite, sowie
der angeschragten Seiten des Substrats vermieden werden musste, wurde in Zusammenarbeit mit der
feinmechanischen Werkstatt des PCl Heidelberg eine Konstruktion entwickelt, welche den zu
beschichtenden Teil der Substrat-Oberflache so vom Rest abtrennte, dass die Flissigkeit diesen nicht
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Abbildung 3.4: Querschnitt der zur SAM-Beschichtung von ATR-Kristallen verwendeten
Konstruktion. Die beiden Halften der Teflon-Form werden durch sechs Randelschrauben (zwei vor
der Querschnittsebene nicht dargestellt) zusammengepresst, sodass ein nach oben gedffneter
Hohlraum Uber der zu beschichteten Seite des Kristalls entsteht, in den die Silan-Lésung eingefillt
wird. Durch die Abdichtung Uber O-Ringe (schwarze Kreise) wird die ungewollte Beschichtung der
anderen Kristall-Flachen vermieden.

benetzen konnte. Hierfur wurde ein O-Ring aus einem chemisch bestdndigen Material verwendet, auf
welchen ein Teflon-Zylinder gepresst wurde (siehe Abbildung 3.4). Nach Ablauf der Zeit wurde die
Losung entfernt, das Substrat mit Ethanol abgespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet. Bis zur weiteren
Verwendung wurde es unter Stickstoff gelagert.

Ein so prapariertes Substrat wurde fiir weitere Experimente mit dem vereinfachten Reinigungsprotokoll,
welches in Abschnitt 3.4.1 beschrieben ist gesaubert, um die praparierte SAM nicht zu beschédigen.

3.5. Reflektometrie

Fur die vorliegende Arbeit wurden Reflektometrie-Messungen sowohl mit NR als auch XRR
durchgefihrt.

Fur XRR wurde das Rontgenreflektometer D8 Discover (Bruker, Billerica, USA) am Karlsruher Institut
fur Technologie (KIT, Deutschland) verwendet. Der Probentisch war mit einem am Physikalisch-
Chemischen Institut Heidelberg (PCI, Deutschland) entwickelten luftgekiihlten Peltier-Element
ausgestattet, welches eine exakte Temperierung der Proben wahrend der Messungen erméglichte (siehe
Abbildung 3.5). Zur Erzeugung der Réntgenstrahlung wurde eine Molybdén-Anode verwendet. Die K-
Linie dieses Materials liefert eine charakteristische Réntgenstrahlung von 0,7107 A.13¢ Bei der
Messung wurden Winkel der Réntgenquelle und des Detektors zur Probenoberflache verfahren, so dass
diese in 6/26-Geometrie stattfand (siehe Abschnitt 2.1.1). Durch die Messung wurden zunachst die
Intensitaten der Rontgenstrahlung in Abhéngigkeit des Einfallswinkels erhalten. Anhand der so
gemessenen Intensitdten der Rontgenstrahlung wurde die Reflektivitat in Abhdngigkeit des Streuvektors
mit einem von Andreas Stocklin entwickelten Skript in OriginPro berechnet.
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Abbildung 3.5: Flussigkeitszelle und Geometrie des flr temperaturkontrollierte Messungen
verwendeten XRR-Aufbaus. A Seitlicher Querschnitt mit Peltier-Elementen (Kihler nicht
eingezeichnet). Flussigkeitsaustausch mit einem externen Reservoir erfolgte (iber einer
Peristaltikpumpe. Die Fllssigkeitszelle wurde Uber eine Randelschraube zwischen den Peltier-
Elementen fixiert. B Frontaler Querschnitt mit Geometrie der Rontgenstrahlung. Durch Verfahren
der Winkel von Rontgenquelle und Detektor zur Probenoberflache findet die Messung in 6/26-
Geometrie statt.

Experimente mit NR wurden an verschiedenen Instituten und Instrumenten durchgefihrt.
Neutronenreflektometrie ohne simultane komplementdre Techniken wurde am Instrument V6 am
Helmholtz-Zentrum Berlin (HZB, Deutschland) durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um ein
monochromatisches  Neutronenreflektometer mit horizontaler Probengeometrie und einer
Neutronenwellenlange von 4,66 A.131 Auch hier erfolgte die Datenprozessierung mit einem Skript von
Andreas Stocklin, welches auf Grundlage eines am HZB verwendeten Skriptes entwickelt wurde.
Experimente, bei denen simultan ATR-FTIR-Spektroskopie und zum Teil SE zum Einsatz kamen,
wurden mit den fur die vorliegende Arbeit entwickelten Messaufbauten (siehe Kapitel 4) an den
Instrumenten FIGARO und D17 des Institut Laue-Langevin (ILL, Grenoble, Frankreich) durchgefihrt.
Bei beiden handelt es sich um time-of-flight-Neutronenreflektometer, wobei FIGARO fir horizontale
und D17 fir vertikale Probengeometrien ausgelegt ist. Beide bieten einen Wellenléangenbereich von 2 —
30 A an. Danach kdnnen an FIGARO Streuvektoren im Bereich von 0,0045 — 0,42 A~* und an D17
0,002 — 2 A= gemessen werden. 2% 1381 Zysitzlich wurden Experimente mit dem fiir D17 konstruierten
Messaufbau am Neutronenreflektometer SuperADAM des ILL durchgefiihrt, welches wie D17 Uber
eine vertikale Probengeometrie verfigt. Hierbei handelt es sich um ein monochromatisches
Reflektometer mit einer Neutronenwellenlénge von 5,21 A.[139
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Tabelle 3.2: Parameter der verwendeten Verbindungen zur Modellierung von Reflektometrie-

Profilen.

Verbindung Vu[A3] | b[107*A]R2 pnr[1076A-2]0140] Pxrr[10~6A-2]0140
DMPC- 33104 6,01 1,82 13,98
Kopfgruppe

DMPC- 712034 —2,92 —-0,41 8,32
Kettengruppe

Cholesterol 6280141 1,32 0,21 9,70
H.O 30,0142 —-0,17 —0,56 9,43
D.O 30,0142 1,92 6,38 9,39

Si 20,0142 0,41 2,07 19,8
SiO; 47042 1,58 3,47 18,1
Au° 10,3143 0,76 7,61 128
Gramicidin 2,42144-145] 12,3[144-145]
Zytochrom C 1,801101, 144] 12,5101, 144]

Die Auswertung aller Messungen mit spekularer Reflektometrie erfolgte mit dem in Abschnitt 3.2
erwéhnten Programm RefNx. Hierfur wurden aufgrund von Vorkenntnissen Modelle des Probenaufbaus
erstellt. Diese werden an den entsprechenden Stellen in der vorliegenden Arbeit genauer erléutert.
Literaturbekannte Streulangen und SLDs sind in Tabelle 3.2 angegeben. Typische Parameter der
angepassten Modelle sind in Tabelle 3.3 aufgetragen.

In zusatzlichen Experimenten wurde die Steifigkeit hydratisierter Lipid-Multilagen in Gegenwart von
Polyelektrolyten und HS mit Neutronenstreuung untersucht. Diese Experimente fanden am D16-

Diffraktometer des ILL statt, welches mit Neutronenwellenlédngen von 4,7 A und 5,6 A genutzt werden

konnte.

Tabelle 3.3: Ubersicht der bei Modellierung der Reflexions-Profile verwendeten GréRen.

Parameter | Bedeutung
d; Dicke der Schicht (zum Beispiel Kopfgruppen, Kettengruppen, Bilage)
pi Reale Streuldngendichte (SLD) der Lage i
ip; Imaginare Streuldngendichte (iSLD) der Lage i
o; Rauigkeit der Lage i
Puw,i Wasseranteil der Lage i
N Anzahl der Bilagen der Probe
x? Giite der Ubereinstimmung von
5 Quellfaktor durch Anderung der Dicken der inneren Wasserzwischenschichten d,,,
W der Probenbedingung i im Vergleich zur Charakterisierung unter D,0
AQ/Q Relativer Fehler des Streuvektors, Auflésung der Messung in Q
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3.6. Ellipsometrie

Die Probencharakterisierung mit Ellipsometrie erfolgte mithilfe zweier Gerate. In heimischen Laboren
wurde das spektrale Ellipsometer M44 (J. A. Woollam, Lincoln, USA) verwendet. Dieses war mit einer
50 W Xenon-Kurzbogenlampe (Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu, Japan) ausgestattet. Es wurde
so Licht im Bereich von 450 — 800 nm erzeugt, welches einen Polarisator passiert und an der
Probenoberflache in einem Winkel von 75° zur Oberflaichennormale reflektiert wurde. Durch
Interferenz an der Oberflache entstand so elliptisch polarisiertes Licht, dessen ellipsometrische Winkel
A und W bei 44 Wellenldngen Uber einen Analysator bestimmt wurden (siehe Abschnitt 2.2). Die
Bedienung des Ellipsometers erfolgte mithilfe des Programms WVASE32 (J. A. Woollam).

Vor den Probenmessungen erfolgte eine Kalibration des Geréts Uber einen Referenzwafer mit bekannter
Siliziumoxid-Schichtdicke. Um anhand der ellipsometrischen Winkel die Schichtdicke der Probe zu
bestimmen, mussten deren Brechungsindizes anhand eines geeigneten Modells angepasst werden.
Hierzu wurden die Brechungsindizes des Substrats und eventueller Flussigphase iber im Programm
vorhandene Modelle beschrieben. Die optischen Eigenschaften der Probe selbst wurden (ber ein
Cauchy-Dispersions-Modell simuliert (siehe Gleichung (2.22)). Der Anpassungsalgorithmus des
Programms verglich die so berechneten ellipsometrischen Winkel mit denen der Messung und
minimierte die Abweichungen durch Variation der Cauchy-Parameter und der Probendicke d.

In den in den Abschnitten 4.4 und 4.5 beschriebenen kombinierten Aufbauten war das spektrale
Ellipsometer iSE (J. A. Woollam) installiert, mit welchem Messungen simultan zu NR und ATR-FTIR
mdoglich waren. Die genaue Beschreibung des Gerats findet sich in Abschnitt 4.4. Die Datenauswertung
erfolgte analog zu den Messungen am Ellipsometer M-44.

3.7. ATR-Infrarotspektroskopie

Fur die vorliegende Arbeit wurden Messungen mit IR-Spektroskopie mit einem Thermofisher Nicolet
iG50 (Dreieich, Deutschland) durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um ein modulares IR-Spektrometer,
bei dem der MCT-Detektor in einem separaten Gehduse eingebaut war, was eine auf die geplante
Anwendung angepasste Fuhrung des IR-Strahls ermdglichte. Eine genaue Beschreibung des Geréts und
der Strahlfuhrung ist in Kapitel 4 zu finden. Alle beschriebenen Messungen wurden in ATR-
Konfiguration durchgefuhrt. Hierzu wurde der IR-Strahl auf ein entsprechendes Prisma aus Si geleitet,
in welchem er insgesamt fiinfmal totalreflektiert wurde und wieder aus dem Kristall in die Strahlfiihrung
austrat. Dieser Prozess ist in Abbildung 3.6 A dargestellt. Si ist aufgrund seiner geringen Absorption
oberhalb von 1500 cm™1 sehr gut fiir Untersuchungen von Biomolekiilen und Polymeren geeignet.
Viele funktionelle Gruppen dieser Substanzen finden sich in diesen Bereichen, wie zum Beispiel C — H-
Streckschwingungen von Methylen- und Methylgruppen bei ¥ = (3100~2800) cm™?, die N = C-
Streckschwingung von Nitrilen bei ¥ = (2260~2230) cm™?! oder die C = 0-Streckschwingung von
Amiden bei ¥ = (1700~1610) cm~ 1.7 46147 Dje geringe Absorption von Si in diesem
Spektralbereich ist in Abbildung 3.6 B zu sehen. Typische Absorptionsbanden des Prismas sind bei
1299 cm™?!, 1380 cm™?, 1444 cm™! und 1720 cm™! zu finden, unterhalb von 1130 cm™! zeigt das
Material gréRtenteils Totalabsorption. Somit besteht wenig bis kein Uberlapp der Absorptionsbanden

des Prismas und der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Substanzen. Ein Teil des Fingerprint-
44



3. Experimentalteil

3,5 T T T T T T

30
1299 cm’’!

25+t 1380 cm™!

\ “Kri Q
\(_&0 ATR-Kristall 'f?} 20t 1444 o

< O,
X
& 2
Q \/\/\/ % ol
Mad

10+

Absorption

1720 cm™

0,5 F=

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahl [em™]

Abbildung 3.6: A Reflexionen des IR-Strahls innerhalb der verwendeten Si-Kristalle.
B Absorptionsspektrum eines Si-Kristalls in ATR-Konfiguration. Ein Hintergrundsspektrum wurde
mittels direktem Durchschuss des IR-Strahles ohne Interaktion mit einem Substrat verwendet. Hierfur
wurde der in Abschnitt 4.2 beschriebene Aufbau so eingestellt, dass alle Reflexionen in einer Ebene
stattfanden.

Bereichs von ¥ = (1500~1130) cm™! ist auch zugénglich, jedoch muss hier besondere Vorsicht
gewahrt werden, um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die Absorptionsbanden des Kristalls zu
vermeiden, deren Intensitit sich durch Anderungen der Weglange des IR-Strahls im Kristall &ndern
kann. Dies ist durch Schwankungen im Einfallswinkel des Strahls oder durch thermische Ausdehnung
des Kristalls méglich. Andere Materialien wie Zinkselenid zeigen noch bessere IR-Transmission, jedoch
sind sie aufgrund bedeutend schlechterer Neutronen-Transmission weniger fir NR-Messungen
geeignet.*% Sj stellt somit einen guten Kompromiss hinsichtlich der Eignung fiir beide Techniken dar.

Im Gegensatz zu Transmissions-Experimenten ist ein einfacher Zusammenhang der auf dem Substrat
gebundenen Probenmenge Uber das Lambert-Beer’sche Gesetz nicht moéglich. Grund hierfiir ist der
exponentielle Abfall der elektrischen Feldstarke im angrenzenden, optisch dinneren Medium bei
Totalreflexion. Die nachfolgenden Abschnitte zeigen dagegen die Mdglichkeit, dessen Verhalten zu
simulieren, um so quantitative Aussagen anhand von ATR-Experimenten tatigen zu kénnen.

3.7.1. Simulation von Absorptionsbanden in ATR-FTIR

In IR-Transmission-Messungen kann die Intensitdt A der gemessenen Absorptionsbanden Uber das
Lambert-Beer’sche Gesetz beschrieben werden (siehe Gleichung (2.23)). Die Absorption ist dabei linear
von der Konzentration ¢ des absorbierenden Stoffs in der Probe und der Probendicke d abhdngig. Da
jedoch in ATR-FTIR-Messungen die Interaktion der Absorbanden mit einem evaneszenten Feld
stattfindet, dessen Intensitdt abhangig von der Entfernung z zur Grenzfl&che ist, ist diese simple
Abhéngigkeit nicht mehr gegeben. Insbesondere da es sich bei den fir die vorliegende Arbeit
untersuchten Lipid-Oligobilagen nicht um homogen in Losung befindliche Molekdle handelt, ergibt sich
ein komplexer Zusammenhang zwischen der Probenbeschaffenheit, wie Lagenabstand und -dicke, und
der gemessenen Absorption. Fir ein tiefes Verstdndnis der gemessenen IR-Spektren sind deshalb
Vorkenntnisse Uber den Probenaufbau von Néten, mit welchen eine theoretische Absorption der Probe
berechnet werden kann. Diese kann dann mit reell gemessenen Werten verglichen werden, um eine

Interpretation der beobachteten Anderungen zu ermdglichen. Hierzu wurden bereits in vorherigen
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der ATR-FTIR-Messung an einer mit Lipid-Oligobilagen
der Dicke dy;;, beschichteten Oberflache. Die Absorption durch die Probe findet mit einem bei der
Reflexion an der Grenzflache entstehenden evaneszenten Feld statt (rote Ellipse), welches in
Abhéngigkeit des Abstands z zu dieser exponentiell abféllt. Die &uReren Lipid-Bilagen tragen
demnach bedeutend weniger zur gesamten Absorption der Probe bei als die inneren.

Arbeiten in der Arbeitsgruppe Dahint Bandenintensitaten von Lipiden simuliert. Die Vorgehensweise
wurde fir die vorliegende Arbeit abgewandelt und wird nachfolgend hergeleitet.[*l Die Interaktion des
evaneszenten Feldes mit Lipid-Oligobilagen auf einem geeigneten Substrat ist in Abbildung 3.7
schematisch dargestellt.

Die Intensitét des evaneszenten Feldes in Abhangigkeit des Abstands zur Grenzflache I(z) ist gegeben
durch

zZ

I(z)=E¢-e (3.1)
Hierbei beschreibt E,, die elektrische Feldstarke an der Grenzflache. Die Eindringtiefe d,, ist definiert
als die Distanz zur Grenzflache, an der die elektrische Feldstarke auf einen Wert von Eq, = Eo/e
abgesunken ist. Sie ist abhangig von der Vakuumwellenlénge 4,, dem Einfallswinkel ¢ des Lichtstrahls

zur Oberflachennormale und den Brechungsindizes des optisch dichteren (n,) und diinneren Mediums
(np).1%

Ao

d, =
P 2m/n? sin?(¢) — n?
Fur die vorliegende Arbeit werden die CH,-Banden von Lipid-Bilagen betrachtet. Abhangig von der

(3.2)

Orientierung der Kettengruppen im hydrophoben Inneren der Bilagen, werden verschiedene
Phasenzusténde definiert, welche sich auch in der Lage der CH,-Absorptionsbanden der Kettengruppen
unterscheiden. Unterhalb der Phaseniibergangstemperatur von DMPC kann zum Beispiel die
asymmetrische Streckschwingung bei etwa vy, = 2918 cm™! detektiert werden, die symmetrische
Streckschwingung bei vg,,, = 2850 cm™1. Die berechneten Eindringtiefen bei diesen Wellenzahlen
sind in Tabelle 3.4 beschrieben.
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Tabelle 3.4: Berechnung der Eindringtiefen des evaneszenten Feldes von IR-Strahlung bei der
Anregungswellenzahl der CH,-Valenzschwingungen unter einem Einfallswinkel von 45°.

Schwingungsbande 7 [em™1] ng; 148 np, o™ d, [nm]
VeH, asym 2918 3,4699 1,4148 258,8
VeH, sym 2850 3,4699 1,3984 263,8

Um die entsprechende Extinktion, die durch eine Lipid-Bilage verursacht wird, zu beschreiben, kann
nun angenommen werden, dass eine Interaktion der CH,-Gruppen mit dem evaneszenten Feld

stattfindet. Mit der Probenausleuchtung f, der Dichte von CH,-Gruppen in den Lipid-Molekiilen p“p

und einem Proportionalitatsfaktor K gilt dann flr die Absorption der n-ten Bilage

Zn+dllp

li li l gt i -2
AP =K - E} -pclgz f j dpdz =—C- pclgz( b —e dp) (3.3)

mitC=K-E¢-f (3.4)
Die Integrationsgrenzen sind definiert tiber die Dicke der Bilage d;;;, und deren jeweiligen Abstand z,
zur Grenzschicht. Diese Informationen kénnen aus der Modellierung von Reflektometriedaten erhalten
werden. Fur die gesamte Extinktion der Probe gilt dann

l i i _ Zn"'dllp _2%n
p P _ p _ d
Atheo = E A —C- E Pcu, o e P (3.5)

mit der Gesamtzahl der Bllagen N. Die Konstante C ist inhdrent unbekannt. Wird jedoch auf einen
entsprechenden Referenzwert normiert, wie zum Beispiel dem Probenzustand vor einer beobachteten
Veranderung durch aulere Einfliisse, kann die Konstante in den erhaltenen Gleichungen heraus gekiirzt
werden.

3.7.2. Simulation kinetischer Messungen in ATR-FTIR

Wie in Abschnitt 3.7.1 beschrieben, kann mithilfe von strukturellen Vorkenntnissen der untersuchten
Probe die zu erwartende Absorption in ATR-FTIR-Spektren ermittelt werden, was eine tiefere
Interpretation der gemessenen Absorptionsbanden erlaubt. In diesem Abschnitt wird dies explizit an
einem Prozess beschrieben, bei welchem Lipid-Bilagen durch &ufere Einfliisse abgetragen werden.
Solche Prozesse sind mithilfe von ATR-FTIR-Spektroskopie kinetisch verfolgbar, wéhrend NR
aufgrund der schlechteren zeitlichen Auflésung nur bedingt dafir geeignet ist. NR kann jedoch initial
genutzt werden, um vor Auftreten des Prozesses die Probe zu charakterisieren und so eine Simulation
der IR-Absorptionsbanden zu ermdglichen. Das fur die NR-Simulation genutzte Modell wird an den
entsprechenden Stellen der vorliegenden Arbeit genau beschrieben. Um den Zusammenhang zur IR-
Simulation zu verstehen, reicht eine rudimentare Betrachtung des Aufbaus von Lipid-Oligobilagen aus.
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Abbildung 3.8: Schematische Darstellung des Abldseprozesses von Lipid-Oligobilagen. Beim Ldsen
der auleren Bilage von der Probe wird die nachste Bilage zur dulReren mit der entsprechenden
Wasserzwischenschicht der Dicke dy .

Es wird zundchst angenommen, dass alle Lipid-Bilagen in ihrem Aufbau, sowohl bezogen auf die
Zusammensetzung als auch die Vollstandigkeit, identisch sind und diese Eigenschaften sich wéhrend
des untersuchten Prozesses nicht dndern. Gleichzeitig unterscheiden sich die Bilagen jedoch in ihren
jeweiligen Abstanden zueinander. Somit werden basierend auf den NR-Daten sowohl die Dicke dyy4
der ersten Wasserzwischenschicht und die der &ul3ersten Wasserzwischenschicht dy, 5 separat angepasst.
Die Dicke dy,, der inneren Wasserzwischenschichten werden als gleich angenommen, um den
Parameterraum moglichst klein zu halten. Hieraus ergeben sich die fir die Simulation der IR-
Absorptionsbanden bendtigten Probeneigenschaften: Aus den ermittelten Wasserzwischenschichten
konnen die Abstande z; der einzelnen Lipid-Bilagen zur Grenzfléche berechnet werden.

zo =0

Zm =dyr+m-dy, +(m+1)dy, (3.6)

z1=dy1+ (N =3) dyz +dys +(N—1) dyy,
Hierbei beschreibt z, den Abstand der ersten Bilage zur Oberflache, z,, den der inneren Bilagen und z,
den der duReren Bilage. Diese kdnnen nun in die Exponentialfunktionen von Gleichung (3.5) eingesetzt
werden. Der Abldseprozess wird nun so interpretiert, dass sich die duflere Bilage von der Probe 16st und
die néchste Bilage nun zur duBeren mit der Wasserzwischenschicht dy,,; wird. Damit wird faktisch die
Zahl m der inneren Bilagen um eins reduziert. Dieser Prozess wird in Abbildung 3.8 zur Verdeutlichung
schematisch dargestellt. Nun kann nach Gleichung (3.5) die IR-Absorption der Oligobilagen fur eine
beliebige Anzahl an Bilagen berechnet werden. Da die Zahl N der Bilagen zu Beginn des untersuchten
Prozesses durch NR-Simulation bekannt ist, kdnnen die erhaltenen Werte auf den fir N Bilagen

normiert werden, wodurch die simulierte Absorption unabhangig von € und pé"gz wird. Auf diese Weise

kann anhand der gemessenen Absorption relativ zum Anfangswert auf die Zahl der verbliebenen Bilagen
geschlossen werden.
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3.8. Elektronenmikroskopie

Zur Charakterisierung von NPs wurden diese mithilfe von Rasterelektronenmikroskopie untersucht.
Hierzu wurde ein JSM-7610F Rasterelektronenmikroskop (Jeol Ltd., Tokyo, Japan) verwendet, welches
Eigentum des Arbeitskreises Zaumseil (Universitat Heidelberg) war und fur die vorliegende Arbeit zur
Verfligung gestellt wurde. Es handelt sich hierbei um ein Schottky-Feldelektronenmikroskop mit einer
VergroRerung von bis zu einer Million, was eine Aufldsung bis hin zu 1 nm zulésst. Proben wurden wie
in Abschnitt 3.4.4 beschrieben hergestellt und mit Graphit-Klebeband auf dem Probenhalter befestigt.
Dieser wurde bei einem Druck von 10~8 mbar in das Mikroskop eingeschleust. So konnten bis zu drei
Proben auf einmal zur Untersuchung vorbereitet

werden. Die erhaltenen Bilder wurden anschlieBend mithilfe von ImageJ analysiert. Hierflr wurde ein
passender Ausschnitt des Gesamtbildes gewahlt, in dem ausreichend isolierte Partikel zu erkennen
waren. Die Kontraste wurden Uber einen FFT-Bandpassfilter verstarkt und anschlieend tber einen
Hochpassfilter die Partikel isoliert. Die erhaltene PartikelgroRen wurden exportiert und in OriginPro
statistisch ausgewertet. Eine beispielhafte Auswertung der erhaltenen Bilder ist in Abbildung 3.9
dargestellt.

Abbildung 3.9: Beispielhafte Auswertung einer Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahme von NPs.
A Gesamtbild und gewahlter Bildausschnitt zur Auswertung. B Bildausschnitt nach Anwendung des
FFT-Bandpassfilters. C Isolierte Partikel nach Anwendung eines Hochpassfilters.
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4. Entwicklung eines kombinierten Messaufbaus flr
Neutronenreflektometrie, ATR-FTIR-
Spektroskopie und spektrale Ellipsometrie

Fur aktuelle Forschung spielen oberflachenbezogene Prozesse eine groRe Rolle. Sie umfassen eine
Vielzahl an Systemen, sowohl biologischer als auch synthetischer Natur, die fur verschiedenste
wissenschaftliche Themen relevant sind. So sind zum Beispiel die Oberflachen von Zellen, die
Zellmembranen, als erster Kontaktpunkt mit Fremdstoffen ein wichtiges Forschungsobjekt fur die
Entwicklung medizinischer Produkte, wie Antibiotika.l**®! Oberflachenbeschichtungen sind von
Interesse flr Materialwissenschaften, da sie deren chemische und physikalische Eigenschaften
modifizieren oder diese passivieren konnen.[*3 Unter anderem kann somit die Langlebigkeit und
Osseointegration, also der Verbund von Knochengewebe und -implantat, kiinstlicher Gelenke verbessert
werden.[*521 Auch fiir chemische Industrie und Forschung sind Oberflachen wichtig, beispielsweise beim
Thema der heterogenen Katalyse.[**® Ein tiefgriindiges Verstandnis der physikalischen und chemischen
Eigenschaften von Oberfl&chen ist somit von auRerordentlicher Wichtigkeit.

Als eine besonders leistungsfahige Untersuchungsmethode von Oberflachen hat sich die NR erwiesen.
Bei dieser Methode wird ein Neutronenstrahl von der zu untersuchenden Oberfl&che reflektiert, wobei
die Reflexionseigenschaften sowohl von den Wellenvektoren der Neutronen als auch der
Oberflachenbeschaffenheit abhangig sind. Somit kénnen zum Beispiel die chemische
Zusammensetzung und die Dicke von Adsorbaten bestimmt werden. Aus den erhaltenen NR-Profilen
lassen sich diese Eigenschaften jedoch nicht direkt ablesen, sondern missen ber eine geeignete
Simulation modelliert werden. Dies macht eine VVorkenntnis der Probenbeschaffenheit notwendig und
kann bei falschen Annahmen zu Fehlinterpretationen filhren. Oft lassen Datensédtze auch mehrere
Kombinationen aus Parameterwerten zu, die zu sehr &hnlichen NR-Profilen fiihren, vor allem wenn
typische Merkmale, wie Bragg-Peaks und Kiessig-Oszillationen nur schwach ausgepragt sind.[*8! Eine
bewdhrte Méglichkeit, den Parameterraum einzugrenzen, ist die komplementére Charakterisierung der
Probe mit zusétzlichen Messmethoden. Dies ermdglicht eine sorgféltige Wahl des zur Anpassung der
Messdaten verwendeten Modells. Typische komplementare Techniken sind zum Beispiel XRR,[" 381 |R-
Spektroskopie, ! Raster-Kraft-Mikroskopie, 7-3 Quarzkristall-Mikrowaage mit
Schwingungsdampfung(® oder SE.["® Solche Methoden konnen entweder eine Vorcharakterisierung
bieten oder aber simultan zur Messung mit NR stattfinden. Gerade letzteres birgt den Vorteil, dass die
Messungen unter denselben Rahmenbedingungen und an derselben Probe stattfinden und somit
Abweichungen minimiert werden. Die Implementierung solcher Methoden an vorhandenen
Neutronenreflektometern ist jedoch kein triviales Unterfangen, wodurch die Zahl entsprechender
Aufbauten begrenzt ist. NREX (Heinz Maier-Leibnitz Institut, Garching, Deutschland) bietet zum
Beispiel die simultane Probencharakterisierung mit XRR.[*** Spatz (ANSTO, Sydney, Australien),
welches vormals unter dem Namen BioRef (Helmholtz-Zentrum, HZB, Berlin, Deutschland) bekannt
war,Bl bietet simultane ATR-FTIR-Spektroskopie. Oft werden kombinierte Aufbauten von den
Instrumentennutzern selbst erstellt. Sebastiani et al. fuhrten zum Beispiel simultane Messungen mit
monochromatischer Ellipsometrie und NR an FIGARO (Institut Laue-Langevin, ILL, Grenoble,

Frankreich) mit einem eigens konstruierten Aufbau durch. (€l
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Basierend auf dem ehemals am HZB installierten Instrument BioRefl! sollte in deutsch-schwedischer
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Ederth (Lund University, Schweden) ein neuer Messaufbau
konstruiert werden. Die Anforderung an dieses neue Instrument war, ahnlich wie am Vorbild die
simultane Anwendung von ATR-FTIR und NR zu ermdglichen. Zusétzlich sollte die Option
gewahrleistet werden, simultan Aufnahmen mit spektraler Ellipsometrie an der Probe durchzufihren.
Im Gegensatz zu BioRef war hier keine feste Installation vorgesehen, sondern zwei Messaufbauten,
welche mit mdoglichst wenig Aufwand an den NR-Instrumenten FIGAROP® (horizontale
Probengeometrie) und D171 (vertikale Probengeometrie) am ILL auf- und abgebaut werden kénnen.

Aufgabe der deutschen Kooperationspartner war es, die Plattformen zu entwerfen und verwirklichen,
mit welchen ATR-FTIR und NR ermdglicht wurden, wohingegen die schwedischen
Kooperationspartner eine Probenzelle entwerfen sollten, mit welcher zeitgleich, durch Installation eines
Ellipsometers, auch ellipsometrische Messungen ermdglicht werden. Dementsprechend galt es, in den
Entwirfen der Plattformen den nétigen Platz fir das Ellipsometer einzuplanen.

4.1. Voruberlegungen

Fir BioRef wurde das FTIR-Spektrometer Vertex 70 (Bruker, Billerica, USA) verwendet. Es handelt
sich hierbei um ein leistungsstarkes Instrument, welches Schwingungsbanden in den fir biologische
Prozesse relevanten Wellenzahlenbereichen von ¥ = (4000~1450) cm™ mit guter spektraler und
zeitlicher Auflésung aufnehmen kann. Der Detektor kann aus dem Hauptgehéduse entfernt und extern
verbunden werden, was eine flexible Installation fir die gewinschte Anwendung ermdglicht. Ein
besonderer Vorteil des Spektrometers besteht in seinem Interferometer, welches nicht nur in horizontaler
Ausrichtung betrieben werden kann, sondern auch bei Verkippung in beliebiger Richtung verwendet
werden kann.! Dies war hinsichtlich der simultanen Nutzung von NR nitzlich, um Proben in
unterschiedlichen Winkeln messen zu kdnnen und somit den Bereich messbarer Streuvektoren zu
erweitern. Jedoch besitzt es auch ein hohes Gewicht, weshalb es fur einen transportablen Aufbau, wie
er fiir die vorliegende Arbeit vorgesehen war, nicht geeignet ist. Es musste somit ein moglichst leichtes
Spektrometer verwendet werden, welches jedoch Uber hinreichend gute Empfindlichkeit fur dinne
Proben verfugte. Weiter musste auch bei diesem die Mdéglichkeit bestehen, Spektrometer und Detektor
voneinander getrennt zu platzieren, da nur so ein flexibler Aufbau ermdglicht wird, der eine
Kombination von IR- und NR-Messungen erlaubt.

Die Wabhl fiel auf das Nicolet iG50 FTIR-Spektralphotometer (Thermo Fisher, Massachusetts, USA).
Das Spektrometer selbst hat ein Gewicht von 30 kg, Quecksilber-Cadmium-Tellurid-Detektor (mercury
cadmium telluride, MCT) und Gehduse wiegen zusammen etwa 5 kg. Somit kann es problemlos von
zwei Personen angehoben und transportiert werden. Der Strahlteiler des Interferometers, sowie alle
optischen Fenster bestehen aus Zinkselenid. Dieses Material ist, im Gegenteil zu vielen anderen fur IR-
Spektroskopie Ublichen Materialien, unempfindlich gegeniiber Luftfeuchtigkeit, was den sicheren
Transport des Spektrometers ohne konstante Spilung mit Trockengas ermdéglicht. In Kombination mit

1

dem Detektor steht somit ein spektraler Bereich von ¥ = (4000~750) cm™" zur Verfligung. Die

! Diese Information ist nicht tber die Hersteller-Webseite erhaltlich und wurde in einem Verkaufsgespréach
erhalten.
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Auflésung des Spektrometers kann zwischen 0,125 cm™! und 32 cm™! variiert werden, wobei die
Aufnahme eines einzelnen Spektrums zwischen 5,7 s und 0,3 s betrégt.

Im Folgenden wird die Entwicklung der kombinierten Messaufbauten vom ersten Prototypen bis hin zu
den finalen Setups beschrieben. Hierbei werden auch zu allen relevanten Stadien Beispielexperimente
gezeigt und auf die vorgegebenen Ziele hin evaluiert.

4.2. Erster Prototyp fur horizontale Probengeometrien
und Test an FIGARO

Der erste Prototyp des kombinierten Messaufbaus wurde nach Erhalt des Spektrometers im Juni 2019
entwickelt. Hierfir sollte die geplante IR-Strahlfuhrung auf einer Holzplatte montiert werden, die vor
Ort auf den Probentisch des Instruments fixiert werden konnte. Die Wahl, eine Holzplatte zu verwenden,
wurde aufgrund der einfachen Modifizierbarkeit getroffen. Dies erlaubt einen flexiblen Aufbau und
einfache Modifikationsmoglichkeiten vor Ort, wodurch sie fiir einen Prototypen bestens geeignet ist. Da
es sich bei FIGARO um ein Neutronenreflektometer mit horizontaler Probenposition handelt, kann der
GroRteil des optischen Aufbaus in einer Ebene stattfinden (siehe Abbildung 4.1). Die verwendeten
optomechanischen Komponenten und Spiegel stammten von Thorlabs (Newton, USA), Zinkselenid-
Linsen von Thorlabs und Edmund Optics (Barrington, USA). Es wurden vor und nach der Probe jeweils
zwei Spiegel bendtigt, um den IR-Strahl zu den Fenstern des ATR-KTristalls hin, beziehungsweise von
diesem zum Detektor zu leiten. Um H,O-Rotationsschwingungsbanden durch Luftfeuchtigkeit zu
reduzieren, wurden zusétzlich Spllgas-Adapter (Thorlabs, CPPC/M) an mehreren Stellen der
Strahlfuhrung verbaut. Diese konnten an einen Verteiler angeschlossen werden, welcher auch das

Fokussierende

Abbildung 4.1: Skizze des fiir den FIGARO-Prototypen geplanten Strahlengangs (links). Der Wechsel
zwischen Detektor- und Probenebene ist durch den gestrichelten Kasten markiert. Innerhalb des ATR-
Kristalls wird der IR-Strahl funfmal reflektiert (rechts). Eine mdgliche Fokussierung des Strahls,
dargestellt durch rote Konusse, mithilfe von Parabolspiegel an den Stellen S, und Sz miisste diesen
deshalb auf einen gedachten Punkt unterhalb des Kristalls ausrichten.
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Spektrometer und den Detektor mit Trockengas versorgte. Der Durchmesser des Strahls wird vom
Hersteller mit 4 cm angegeben, wohingegen die Ein- und Austrittsfenster des ATR-Kristalls lediglich
eine Breite von 1,41 cm bieten. Daher wurde entschieden, den Strahl mithilfe fokussierender Optiken
zu verkleinern. Hierzu sind unterschiedliche Konstruktionen maéglich, welche nachfolgend beschrieben
werden.

4.2.1. Reduktion des Strahldurchmessers mit fokussierender
Optik

Eine Methode zur Reduktion des Strahldurchmessers wére eine Fokussierung des Strahls auf die Fenster
des ATR-Kristalls. Hierfiir waren Parabolspiegel geeignet, welche an den Positionen S, und S platziert
werden und konfokal auf einen gedachten Punkt unterhalb dessen fokussieren (siehe Detailansicht in
Abbildung 4.1). Diese Konstruktion dhnelt somit der Strahlfiihrung, die fir BioRef verwendet wurde,
waobei hier jedoch die Fokussierung durch plankonvexe Linsen erfolgte. Ein solcher Aufbau bendtigt
jedoch eine flexible Konstruktion, um die Spiegel so justieren zu kdnnen, dass nach beiden Reflexionen
erneut ein Parallelstrahl erhalten wird. Da aufgrund der unterschiedlichen Brechungsindizes von Luft
und Si der Brennpunkt verschoben wird, gestaltet sich eine entsprechende Konstruktion schwierig.
Somit wéren Parabolspiegel mit einer passenden Brennweite ndtig, um eine komplexe Justage des
Aufbaus zu vermeiden. Da zum Zeitpunkt der Planung der Strahlfiihrung jedoch noch keine genauen
Angaben zur Geometrie des Aufbaus gemacht werden konnten, war eine entsprechende Auswahl nicht
maoglich.

Somit wurde von dieser Option abgesehen und entschieden, den Strahldurchmesser am Anfang der
Strahlfuhrung zu verkleinern. Dies ist mithilfe eines zwei-Linsen-Systems mdglich. Hierbei wird eine
plankonvexe Linse mit der Brennweite f; auf der Seite des einfallenden, breiten Strahls platziert. Die
Linse 2 kann entweder plankonvex oder plankonkav sein (siehe Abbildung 4.2 A/B). Da nach der
Verkleinerung erneut ein Parallelstrahl erwinscht ist missen die Fokalpunkte beider Linsen
aufeinanderliegen, wodurch sich zwei verschiedene Platzierungen der Linse 2 relativ zu Linse 1 ergeben.
Im Falle einer plankonkaven Linse erreicht der von Linse 1 fokussierte Strahl Linse 2 vor dem
Brennpunkt (Abbildung 4.2 A), im Falle einer plankonvexen wird der Brennpunkt zuerst erreicht
(Abbildung 4.2 B). Letzteres hat somit einen erhdhten Platzaufwand zur Folge. Die erreichte
Strahlverkleinerung ergibt sich in beiden Fallen aus dem Verhéltnis der Brennweiten der verwendeten
Linsen:

f,
fi

mit den Strahldurchmessern vor (d;) und nach (d,) Durchschreiten beider Linsen und den Brennweiten

dzzdl'

(4.1)

der Linse 1 (f;) und 2 (f,). Es wird der Betrag des Quotienten verwendet, da die Brennweite einer
plankonkaven Linse definitionsgemal negativ ist und sich somit ein negativer Strahldurchmesser d,
ergabe. Da das Platzangebot an den Neutronenreflektometern begrenzt ist, wurde eine Kombination von
plankonvexer und plankonkaver Linse gewahlt. Um das Risiko einer Beschadigung der Optik durch
Luftfeuchtigkeit wahrend des Transports zu vermeiden, wurden Linsen aus Zinkselenid eingekauft. Da
zum Zeitpunkt der Beschaffung verfugbare Antireflexionsbeschichtungen den nutzbaren spektralen
Bereich einschrankten, wurde auf diese zulasten der transmittierten Intensitét des IR-Strahls verzichtet.
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Reduktion des Strahldurchmessers des Spektrometers
mithilfe einer plankonvexen und einer plankonkaven (A), beziehungsweise zweier plankonvexen (B)
Linsen. Der Aufbau kann durch Verschiebung der plankonvexen Linse (blauer Pfeil) konfokal eingestellt
werden. C Aufbau zur Reduktion des Strahldurchmessers im Prototyp des kombinierten Messaufbaus.
Die plankonvexe Linse ist in den Kollimationsadapter eingesetzt, welcher am oberen Ende des Gehauses
zu sehen ist. Das Gehause kann zur Spiilung mit Trockengas verschlossen werden.

Es wird aufgrund der vom Hersteller angegebenen Transmission von Linse 1 geschéatzt, dass durch
Absorptions- und Reflexionseffekte bis zu 51% der Intensitét verloren werden. Fir Linse 1 wurde eine
@ 2“ plankonvexe Linse (Edmund Optics, 39540, f; = 150 mm) und fir Linse 2 eine @ 1“ plankonkave
Linse (Thorlabs, LC7759-UC-SP, f, = —25,4 mm) gewahlt. Ausgehend von dem vom Hersteller
angegebenen Strahldurchmesser des Spektrometers ist somit nach Gleichung (4.1) eine Reduktion auf
6,8 mm zu erwarten. Um eine Justage der Linsenabstdnde und somit Konfokalitat zu ermdglichen,
wurde Linse 1 in einen verstellbaren Kollimationsadapter (Thorlabs, SM2F) eingebaut, wohingegen
Linse 2 unbeweglich in einen @ 1“ Tubus (Thorlabs, SM1-Reihe) eingebaut wurde. Da Luftfeuchtigkeit
zwar keine Beschadigung der Optik verursacht, jedoch H»O-Rotationsschwingungsbanden in IR-
Spektren verursacht musste neben dem tbrigen Strahlengang auch die Fokussiereinheit mit Trockengas
gespult werden. Hierzu wurde in Zusammenarbeit mit der feinmechanischen Werkstatt des
Physikalisch-Chemischen Instituts (PCI) Heidelberg ein entsprechendes Gehduse gefertigt (siehe
Abbildung 4.2 C). Dieses konnte zugunsten der mechanischen Stabilitdt Gber Aluminium-Stdbe am
Gehduse des Spektrometers befestigt werden.

4.2.2. Strahlfiihrung des FIGARO-Prototyps

Durch die in Abschnitt 4.2.1 beschriebene Reduktion des Strahldurchmessers konnte die weitere
Strahlfuhrung Uber @ 1“ Optomechanik durchgefiihrt werden. Fir die bendtigten Reflexionen wurden
runde Gold-Spiegel (Thorlabs, PF10-03-M02) verwendet, welche in kinematische Spiegelhalter
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(Thorlabs, KCB1C/M, S; bis S4 in Abbildung 4.1) eingesetzt wurden. Die gewahlten Spiegel verfiigen
tber eine Beschichtung, welche fir den spektralen Bereich von A1=2-20um
(¥ = (5000 — 500) cm™1) optimiert ist. Diese war fiir elliptische Spiegel nicht erhaltlich, weshalb diese
nicht verwendet wurden, obwohl sie fur Reflexionen unter 45° aufgrund des elliptischen FuRabdrucks
eines runden Strahls vorteilhaft wéren. Dieser Vorteil tritt jedoch erst auf, sobald der Spiegel durch den
eintreffenden Strahl vollstandig ausgeleuchtet wird. Bei @ 1“-Spiegeln ist dies ab einem
Strahldurchmesser von 18 mm gegeben, was durch die beschriebene Strahlverkleinerung deutlich
unterschritten wird. Die Spiegelhalter waren tiber @ 1“ -Tuben (Thorlabs, SM1-Reihe) verbunden. Um
die Reflexion des IR-Strahls aus der Spektrometer-Ebene hin zum ATR-Kristall und zuriick zu
ermoglichen, wurden zwischen den Spiegelhaltern rotierbare Adapterplatten (Thorlabs, SPR1/M)
verbaut. Hinter diesen wurden ausfahrbare @ 0,5“ Tuben (Thorlabs, SM05-Reihe) verwendet, womit das
Tubus-System bis zum Eintrittsfenster des Kristalls ausgefahren und fir einen unkomplizierten
Probenwechsel wieder eingefahren werden konnte. Die Spilung des Strahlengangs mit Trockengas
wurde durch entsprechende Adapter (Thorlabs, CPPC/M) ermdglicht, die Befestigung an der
Grundplatte erfolgte tiber @ 0,5“ Edelstahlpfosten (Thorlabs, TR/M-Reihe) und Universal-Pfostenhalter
(Thorlabs, UPH30/M). Zusatzlich sollte die mechanische Stabilitit durch Benutzen eines Kafigsystems
erhoht werden, bei welchem die Spiegelhalter ber @ 6 mm Edelstahl-Stdbe (Thorlabs, ER-Reihe)
verbunden werden. Aufgrund von Lieferschwierigkeiten einiger Bauteile musste jedoch fir den
Prototypen auf dieses System groRtenteils verzichtet werden. In spateren Versionen wurde ein Grofteil
der Strahlftihrung auf diese Weise stabilisiert.

Abbildung 4.3: Der Prototyp des ATR-FTIR-Aufbaus an FIGARO im August 2019 war auf einer
Holzplatte montiert, welche auf dem Probentisch des NR-Instruments installiert werden konnte. Der
Durchmesser IR-Strahl wurde mithilfe fokussierender Optik, welche in dem rechts im Bild zu
sehenden Gehause untergebracht war, reduziert (siehe hierzu auch Abbildung 4.2 C). Das Gehause
des Detektors (vorne links) wurde aufgrund fehlerhafter Fenster entfernt.
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In ersten Tests konnte der Prototyp noch nicht in ATR-Konfiguration verwendet werden, da nach
Durchgang des IR-Strahls durch der ATR-KTristall keine Intensitat mehr gemessen wurde. Grund hierfir
war ein fehlerhafter Kristall, dieser Umstand wurde jedoch erst nach den ersten Tests des Prototyps
entdeckt. Als Alternative wurde entschieden, die Reflexion an einem mit Gold bedampften Si-Wafer zu
messen. Weiter musste aufgrund fehlerhaft gelieferter Detektorfenster fur erste Tests auf das
Detektorgehdause verzichtet werden, weshalb ein Trocknen des Strahlengangs nicht méglich war. Da das
primdre Ziel des Prototypen-Tests jedoch war, etwaige Probleme mit dem am Instrument verfigbaren
freien Raum zu identifizieren, insbesondere um Kollisionen beim Verfahren des Messaufbaus wahrend
einer NR-Messung zu vermeiden, wurden diese Umsténde als keine wesentliche Einschrankung
angesehen. Im August 2019 wurde der Test des Prototyps wéhrend eines Reaktor-Shutdowns am ILL
durchgefuhrt. Ein Bild, welches in diesem Zeitraum entstand, ist in Abbildung 4.3 zu sehen. Die
Grundplatte des Prototyps musste gekiirzt werden, jedoch zeigte ein Test, dass bei einem Verfahren des
Probentisches, wie es wahrend einer NR-Messung ublich ware, keine Kollisionsgefahr mit fest
installierten Teilen des Instruments zu befiirchten ist. Weiter wurde getestet, ob die Kippung des
Messtischs, die bei einer typischen NR-Messung bendtigt wird, einen Einfluss auf die erhaltenen IR-
Spektren haben wird. Hierbei wurde festgestellt, dass bei maximaler Verkippung des Probentisches zwar
eine Anderung der Form der CH,-Valenzschwingungsbanden beobachtet werden kann, diese jedoch so
gering ausfallen, dass fiir die geplanten Experimente keine Probleme zu erwarten sind. Die
entsprechenden Spektren sind im Anhang 12.1 zu finden.

Die Justage des IR-Strahls erwies sich aufgrund der Fokussiereinheit als schwierig. Trotz grofer
Bemuhungen war die am Detektor gemessene Intensitdt gering, selbst in der vereinfachten
Konfiguration, welche bei den Tests zum Einsatz kam. In weiteren Tests mit Lochblenden in den
eigenen Laboren in Heidelberg wurde festgestellt, dass die Strahlintensitat nicht wie angenommen
gleichmaRig tber den vom Hersteller angegebenen Durchmesser von 4 cm verteilt ist, sondern > 95%
der Intensitét innerhalb von @ 1“ im Zentrum des Spektrometerfensters enthalten ist. Eine Lochblende
von @ 0,5 was in etwa dem Eingangsfenster der ATR-KTristalle entspricht, zeigte noch immer eine
Durchlassigkeit von > 60% der Anfangsintensitét. Aus diesem Grund wurde flr weitere Arbeiten auf
die Fokussiereinheit verzichtet und der Strahldurchmesser mit einer verstellbaren Lochblende (Thorlabs,
SM1D25) reduziert, um etwaige Reflexionen an den Wanden der Tuben zu vermeiden.

57



4. Entwicklung eines kombinierten Messaufbaus fiir Neutronenreflektometrie, ATR-FTIR-
Spektroskopie und spektrale Ellipsometrie

4.3. Kombinierter Messaufbau fur NR und ATR-FTIR

In Zusammenarbeit mit Reinhold Jehle und der feinmechanischen Werkstatt des PCI Heidelberg wurde
ein vorlaufiger Messaufbau entworfen, der kombinierte NR- und ATR-FTIR-Messungen ermdglichte.
Da zu diesem Zeitpunkt genaue Abmessungen fur den Aufbau des Ellipsometers und der von unserem
Kooperationspartner neu zu entwickelnden Flussigkeitszelle noch nicht verfligbar waren, musste auf das
Einplanen dieser vorerst verzichtet werden. Es wurde eine stabilere Plattform aus Aluminium anstelle
der Holzplatte des Prototyps gefertigt. Um den Aufbau vor Ort zu erleichtern, bestand diese aus einer
groRen Grundplatte, auf welcher die einzelnen Komponenten mit kleineren Platten befestigt wurden.
Dies wurde realisiert, indem fur das Spektrometer, die Optik und den Detektor je eine eigene Platte
gefertigt wurde. In der Platte der Optik befand sich mittig eine Aussparung, in welcher die
Probenhalterung platziert wurde. Uber Langl6cher und eine Hebebiihne (Thorlabs, L200/M) konnte die
Probe zur Justage in drei Raumrichtungen verschoben werden (siehe Abbildung 4.4 A). Im Vergleich
zum Prototypen wurden aufRerdem alle Komponenten héher platziert, um eine Aktivierung der Plattform
durch Neutronenstrahlung zu vermeiden. Ein Teil der verwendeten Tuben wurden von der
feinmechanischen Werkstatt des PCI auf das gewiinschte MaR gekirzt. Die Spulung des Strahlengangs
erfolgte am PCI Uber getrocknete Druckluft, am ILL Uber eine Stickstoff-Hausleitung. In beiden Fallen
wurde das Trockengas Uber eine Druckminderungseinheit auf die benétigten Dricke und
Durchflussvolumina reduziert und somit der gesamte Aufbau versorgt.

A B

—i

=

> Flussigkeits-
ﬁ(
Z Adapterplatte 5 ,  reservoir

W

Hebebiihne L200/M

Adapterplatten
w‘v | | mit Langléchern

N

ATR-Kristall
N\
» \\%{\ o
Flussigkeitszelle

—i

Peristaltikpumpe

Abbildung 4.4: A Die Halterung der Flissigkeitszelle. Die Kombination aus zwei Adapterplatten mit
Langldchern und einer kommerziell erhéltlichen Hebebiihne erlaubt die Justage der Probe in drei
Achsen. Die Flussigkeitszelle selbst stammt aus den Arbeiten von Martin Kreutzer und Felicitas
Schworer B* %1 ynd erlaubt die gleichmaRige Temperierung der Probe durch einen externen
Kryostaten (nicht dargestellt). B Mithilfe einer Peristaltikpumpe und einem Tygon-Schlauchsystem
wurde ein konstanter Durchfluss in der Flussigkeitszelle gewahrleistet.
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Abbildung 4.5: Der vorlaufige Aufbau zur Kombination von NR und ATR-FTIR an FIGARO bei Tests
an FIGARO im Januar 2020 (A) und ersten Messungen im Februar 2020 (B).

Da bei den getesteten Einstellungen des Probentisches des Reflektometers keine Kollisionsgefahr mit
dem IR-Spektrometer bestand und durch die Verkippung auch keine Probleme am Spektrometer selbst
entstanden, wurde geschlussfolgert, dass es fir die simultane Messung von ATR-FTIR und NR an
FIGARO keiner weiteren Anderungen bedurfte. Dieser Aufbau wurde erneut wahrend eines Reaktor-
Shutdowns am ILL im Januar 2020 getestet. Abbildung 4.5 zeigt Bilder, welche wahrend dieser
Testphase und den ersten Messungen mit dem kombinierten Aufbau entstanden.

4.3.1. Erste kombinierte Messungen von ATR-FTIR und NR an
FIGARO

Die ersten kombinierten Messungen von ATR-FTIR und NR erfolgten im Februar 2020. Ziel war es,
die Interaktion von AuNPs mit Oligobilagen von DMPC und Chol nachzuweisen. Hierfiir wurden
Losungen der Lipide in Chloroform angesetzt und wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben per
Rotationsbeschichtung auf ATR-Kristalle aufgebracht. Die eingewogenen Stoffmengen waren so
gewahlt, dass sich bei einer Losung von reinem DMPC eine Konzentration von 10 mg/ml ergeben
wirde. In den hier beschriebenen Experimenten betrug der Anteil an Chol in Lésung 20%. Der
beschichtete Kristall wurde in eine Flissigkeitszelle eingebaut, welche anschlieBend (ber ein
Schlauchsystem mit D,O befillt wurde. Eine Schlauchpumpe (Ismatec Vario 7337-00, Cole Parmer,
Vernon Hills, USA) sorgte fur einen konstanten Fluss von 0,6 ml/min. Teil des Systems war auch ein
Flussigkeitsreservoir, tber welches der Flissigphase im Verlaufe des Experiments Salze und AuNPs
zugegeben wurden (vergleiche Abbildung 4.4 B). Die Temperatur der Flissigkeitszelle und des
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Abbildung 4.6: Skizze des zur Modellierung der NR-Profile von DMPC-Oligobilagen mit 20% Chol-
Anteil verwendeten Modells. Alle N Bilagen sind in ihrem Aufbau gleich, das heif3t, dass alle
aquivalenten Dicken dg,pr Und diette, die SLDS pyopr UNd pgerre Und die LOsungsmittelanteile

®w,ip identisch sind. Die Dicke der inneren Wasserzwischenschichten d,,, wird als gleich
angenommen, die Dicken d,, der ersten und letzten Wasserzwischenschicht d,,, werden separat
angepasst. Alle Rauigkeiten o zwischen den einzelnen Schichten werden als identisch betrachtet.

Flussigkeitsreservoir wurde Gber einen Kryostaten auf 20 °C reguliert. Nach jeder Anderung an der
Flussigphase wurde das System mithilfe der Peristaltikpumpe mehrere Stunden durchspilt, sodass
dieses den Gleichgewichtszustand erreichen konnte. Erst dann wurde die Probenzelle in den Messaufbau
eingebaut und vermessen.

Die Anpassung der NR-Profile erfolgte (ber ein Modell, welches in der Arbeitsgruppe Dahint von
Andreas Stocklin entwickelt und fiir die vorliegende Arbeit angepasst wurde.**! Dieses wird in
Abschnitt 5.3 genauer beschrieben. Eine Skizze des Modells ist in Abbildung 4.6 gegeben. Grob wird
angenommen, dass alle N' Lipid-Bilagen gleich aufgebaut sind. Somit sind die Dicke d,, und SLD
Pkopy aller Kopfgruppen identisch, ebenso die entsprechenden Parameter der Kettengruppen d;¢. und

Prette- UM die teilweise Unvolistdndigkeit der Bilagen zu beriicksichtigen wird der Losungsmittelanteil
®w,1ip in allen mit den Bilagen assoziierten Schichten als identisch angenommen und mit angepasst. Die
SLD der Wasserzwischenschichten sind identisch mit der des Losungsmittels pp, ¢, die Dicken werden
mit drei Parametern beschrieben. Die Dicke der ersten d,,,, und der letzten Wasserzwischenschicht d,, 5
werden separat angepasst, um die unterschiedliche chemische Umgebung aufgrund der Nahe zu Substrat
und Losungsmittelphase zu berticksichtigen, wahrend die Dicke d,,, der N — 1 inneren Schichten
identisch angepasst werden. Die Rauigkeiten ¢ aller Schichten des Modells werden als identisch
angenommen und ebenso angepasst. Die gemessene Totalreflexionskanten zeigten eine Reflektivitat,
welche deutlich unter eins lag. Dies ist auf off-spekulare Streueffekte zuriick zu fihren und ist durch
eine erhohte iSLD zu simulieren,“s! wobei diese als gleich in allen mit den Lipiden assoziierten
Schichten, und Null in allen anderen Schichten angenommen wurde. pg,,s kann aus Literaturwerten
fir DMPC und der Annahme vollstandiger Hydratisierung mit acht D,0-Molekiilen berechnet
werden.['> 31 Auch py... kann aus Literaturwerten berechnet werden. Es wird angenommen, dass Chol
vollstandig in den mit den Kettengruppen assoziierten Schichten lokalisiert und homogen verteilt ist.
Weiter wird angenommen, dass der Anteil x,,; des Chol in den Bilagen gleich dem Anteil von Chol
in der zur Rotationsbeschichtung verwendeten Ldsung ist. Das heif3t, dass bei einem Ansatz mit einem
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Chol-Anteil von 20% dieses auch 20% in den Bilagen ausmacht, wéhrend DMPC einen Anteil von
80% hat. Um nun die SLD der Ketten-Lagen zu bestimmen, konnen uber die Verhéltnisse der
Komponenten sowohl das durchschnittliche molare Volumen des Films V/(\fatte,mschfum, als auch die

durchschnittliche Streulange bgette mischfim ~ Uber Literaturwerte der molaren Volumina der
Komponenten VM und deren SLD p; berechnet werden. 343

M _ M M
Viettemischriom = Xchot * Vehot + (1 = Xcnot) - Vompc kette (4.2)

bKette,Mischfilm = Xchol * bChol + (1 - xChol) : bDMPC,Kette

= Vo1 Penot + (1 = Xcnot) - VA p 43)
= Xchot " Vchol " Pchol — Xchol) * YDMPC,Kette - PDMPC Kette
_ bKette,Mischfilm
Pkette,Mischfilm = M
Kette,Mischfilm
(4.9)

M M
_ Xcnot Vot - Penot + (1 — Xcnot) - Vpmpc kette - PoMPC Kette

M M
Xchot * Venor + (1 — Xcnot) * Vompc kette

Durch die Einlagerung von Chol in die Bilage nehmen DMPC-Molekile finden strukturelle
Anderungen der DMPC-Molekiile statt.[”® 157 Die Kettengruppen werden dabei gestreckt und nehmen
eine geringere Grundflache ein. Somit kann eine Zunahme der Kettengruppenschichten beobachtet
werden, welche bei hohen Chol-Konzentrationen wieder abnimmt.** Um einen direkten Kontakt
zwischen Flissigphase und den hydrophoben Kettengruppen zu vermeiden findet auch eine strukturelle
Anderung der Kopfgruppen statt, die so umlagern, dass die Kettengruppen abgeschirmt werden. Dabei
ist eine Abnahme der Dicke d,,, der Kopfgruppenschicht zu erwarten.[”] Eine Skizze der erwarteten
strukturellen Anderungen ist in Abbildung 4.7 dargestellt. Um beide Effekte zu bertcksichtigen, wurde
dgette IN Voruntersuchungen bestimmt (siehe Abschnitt 5.1) und dg,, ¢ fur die Simulation der NR-
Profile angepasst. Ein simultanes Anpassen beider GréRen fuhrte zu unrealistischen Parametern,
weshalb die berechneten oder zuvor bestimmten Werte bei der Simulation fixiert wurden. Die so erhalte

Abbildung 4.7: Skizze der durch Chol-Einlagerung erwarteten strukturellen Anderungen der DMPC-
Struktur. A zeigt die Monolage vor Einlagerung von Chol. Die Kopfgruppen sind gleichgerichtet, die
Kettengruppen liegen teilweise ungeordnet vor. In Gegenwart von Chol (B) lagern die Kopfgruppen
um, um den hydrophoben Bereich abzuschirmen. Die Kettengruppen werden gestreckt und nehmen
so eine geringere Grundflache ein.[*>"]
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Anpassung ist in Abbildung 4.8 zu sehen (Linien). Eine detaillierte Beschreibung der Experimente und
Anpassungen ist in Abschnitt 5.3 zu finden.

Im Anschluss an die Messung der Probe in DO wurden 50 mM Magnesiumchlorid (MgCl.) zugegeben.
In vorangegangenen Experimenten zeigten Lipid-Oligobilagen ein starkes Quellverhalten nach Zugabe
dieses Salzes. Bei der gewahlten Konzentration erreichte die lonenstérke der Losung einen Wert nahe
dem, der in Saugetier-Mitochondrien vorliegt.[*58-5% Somit sollte eine simple Umgebung flir die Proben
erzeugt werden, welche jedoch noch immer mdglichst nahe die natiirlichen Begebenheiten der
Zellmembranen widerspiegelt. Das Quellen der Oligobilagen wird Uber das Wachstum der inneren
Wasserzwischenschicht d,,, im Vergleich zur Messung unter D, 0 definiert.

d .
Spai = —224 (4.5)
dw2,0,0

Fur die Zugabe von MgCl, betrug dieser Quellfaktor S,,, mgci, = 4,17 £ 0,06. Dieser Effekt kommt
durch die Anlagerung von Mg2*-lonen und die damit verbundene Coulomb-Repulsion zwischen den
Bilagen zustande. In ersten Anpassungen konnten keine signifikanten Anderungen von dops UNd Popr
festgestellt werden, fir weitere Anpassungen wurde deshalb auf die Anpassung von d,, verzichtet
und die Einfliisse der Anderungen der Fliissigphase auf die Kopfgruppen nur tiber den Parameter Pkopf
betrachtet. Es wurde eine Zunahme von ¢,, ;;,, in den Gbrigen Bilagen festgestellt, sowie die Zunahme

von o. Auch nahm die Zahl der Bilagen N um drei ab, was einen zu erwartenden Abldseprozess durch
die Quellung darstellt. Ein Verschieben der Totalreflexionskante konnte nicht beobachtet werden,
sodass die SLD der Flussigphase mit derjenigen der vorherigen Messung gleichgesetzt wurde.

10° F
102 E
10'4 e
m 1076 3 ."“._“"0
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Abbildung 4.8: NR-Profile eines DMPC-Oligobilagensystems mit 20% Chol-Anteil unter D,O, MgCl.
und zweier AuNP-Konzentrationen. Die gemessenen Daten sind als Punkte dargestellt, die nach
Simulation des Systems erhaltenen Anpassungen als Linien.
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Anschliefend wurden 10 pg/ml kationische AuNP mit einer GréRe von 2 nm zugegeben. Die Synthese
dieser ist im Abschnitt 3.3.2 beschrieben. Der Quellfaktor stieg dabei auf S,,5 19 ug/m1 aune = 4,98 +
0,07, was durch eine zusétzliche elektrische Repulsion der Bilagen durch eingelagerte AuNP begriindet
werden kann. Eine deutliche Anderung von o oder ®w,1ip konnte nicht beobachtet werden, ebenso war
keine Anderung von Propys Testzustellen. Jedoch wurde eine deutliche Zunahme der iSLD erhalten. Es
ist denkbar, dass die somit implizierte Zunahme off-spekularer Streuung durch inhomogene Einlagerung
der AuNP auftritt. Dartiber hinaus wurde erneut ein Verlust dreier Bilagen beobachtet. Eine weitere
Erhohung der AuNP-Konzentration auf 40 pg/ml fiihrte zu weiteren Bilagen-Verlusten, wahrend die
ubrigen auf einen Faktor von S, ig/mi aune = 6,43 = 0,09 quollen. Auch hier blieben o und ¢, 3,
der ubrigen Bilagen weitestgehend unveréndert und die iSLD nahm weiter zu, was in Einklang mit den
vorherigen Messungen steht.

Abbildung 4.9 zeigt die simultan gemessenen IR-Absorptionsspektren der Probe im Bereich der CH,-
Valenzschwingungsbanden. Wie in Abschnitt 2.3 beschrieben zeigt diese funktionelle Gruppe der
Fettsdureketten eine symmetrische Valenzschwingungsbande vcy, sym bei 2850 cm™! und eine
asymmetrische Valenzschwingungsbande vcy, qsym bei 2919 cm~!, wobei die Position vom
Phasenzustand der Lipid-Bilagen ist. Weitere Banden bei 2955 cm™! und 2872 cm™?! sind Methyl-
Valenzschwingungsbanden zuzuordnen, spielen fur die hier beschriebene Auswertung jedoch keine
néhere Rolle. Als Hintergrund diente ein Spektrum des unbeschichteten Kristalls in einer mit DO
befillten Flissigkeitszelle, die Basislinienkorrektur erfolgte durch eine gerade Linie zwischen
3000 cm™! und 2800 cm™. Es ist eine deutliche Abnahme von vcy, sym Und vey, asym ZU erkennen.
Da in ATR-FTIR-Messungen die untersuchten Proben mit dem evaneszenten Feld des reflektierten IR-
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[ —— 50 mM MgCl, 820 \
1,2 T °
10 pg/ml AuNP 545 ~—
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1,0 -
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Abbildung 4.9: IR-Absorptionsspektren der untersuchten Probe eines DMPC-Oligobilagensystems
mit 20% Chol-Anteil. Der Einzug zeigt das Integral der asymmetrischen CH,-
Valenzschwingungsbande bei 2919 cm™?. Es wurden jeweils 512 Spektren bei einer Auflésung von
4 cm™1 gemittelt, was in einem Zeitbedarf von 3,23 min je Messung resultierte.
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Strahls wechselwirken, welches exponentiell mit dem Abstand zur Grenzfldche abnimmt, fihren sowohl
ein Lagenverlust als auch eine Quellung zu einer verringerten Absorption. Da zur effektiven Nutzung
der Messzeit mehrere Proben parallel in Benutzung waren und diese, wéhrend sich das neue
Gleichgewicht nach Anderungen an der Fliissigphase einstellte, gewechselt wurden, war eine Simulation
der Bandenintensitaten, wie es im Abschnitt 3.7.1 beschrieben ist, nur bedingt mdglich. In der
Beschreibung des Experiments in Abschnitt 5.3 wird auf diesen Umstand detaillierter eingegangen.
Zusétzlich wurde festgestellt, dass durch Probenwechsel periodische Banden auftreten kénnen, welche
eine quantitative Betrachtung der Ergebnisse erschweren. Diese Banden, auch Etalons genannt, werden
durch teilweise Reflexion und Interferenz des IR-Strahls an den Fenstern des Spektrometers, des
Detektors oder des ATR-Kristalls in den Einkanalspektren verursacht.'6%-1621 Andert sich der
Strahlengang zwischen der Messung des Hintergrund- und Probenspektrums, so andert sich auch die
Periodizitat der Etalons, was sich im Absorptionsspektrum anhand der genannten Banden bemerkbar
macht. VVor allem bei schwachen Absorptionsbanden kann dies die Auswertung der Spektren erschweren
oder sogar ganz unmdglich machen. Gerade bei Betrachtung der AUNP-Messungen fallt auf, dass trotz
der niedrigeren Intensitat der Valenzschwingungsbanden der CH,-Gruppen, die Absorption zwischen
2905cm™! und 2860 cm™! bei der Messung der hohen NP-Konzentration hoher ist als bei der
Messung bei niedriger Konzentration. Obwohl in diesem Bereich auch die symmetrische Methyl-
Valenzschwingungsbande zu finden ist, kann die Einlagerung der AuNP, die auch Methyl-Gruppen
tragen, diesen Effekt nicht erklaren, da die asymmetrische Methyl-Valenzschwingungsbande bei
2955 cm™! dem Trend der CH,-Schwingungsbanden folgt. Somit ist die Abweichung aufgrund von
Etalons wahrscheinlich.

Das Ziel der Instrumententests, die simultane Durchfiihrung von NR und ATR-FTIR zu ermdglichen,
war somit erfolgreich. Die Ergebnisse aus beiden Methoden sind groftenteils Gbereinstimmend und die
Unterschiede konnen durch experimentelle Fehler erklart werden. Nicht zuletzt konnten die
periodischen Stdrsignale in einem Minimalexperiment in den eigenen Laboren in Heidelberg
reproduziert werden. Hierfur wurde der IR-Strahl, anstatt durch einen ATR-Kristall geleitet zu werden,
an einem Gold-bedampften Si-Wafer reflektiert. Schon bei leichten Anderungen am Wafer, wie zum
Beispiel Rotation um wenige Grad, waren Etalons in den Absorptionsspektren deutlich zu erkennen. Ein
Beispielexperiment hierzu ist im Anhang 12.2 zu finden. Um diese zu vermeiden, sollte der
Strahlengang zwischen den Messungen mdoglichst nicht verandert werden. Fir Untersuchungen von
Systemen im Gleichgewichtszustand ist dies jedoch nicht mit einer effizienten Nutzung der zur
Verfugung stehenden Messzeit vereinbar, solange das Erreichen dieses Zustandes mehrere Stunden
bendtigt. Kinetische Untersuchungen, wie sie zum Beispiel in Abschnitt 4.4.1 gezeigt werden, kénnen
ohne Probenwechsel vollzogen werden und sind deshalb besser geeignet, um diese Problematik zu
vermeiden. Weiter sollten Anstrengungen unternommen werden, um die beobachteten Etalons zu
unterdriicken. In  der Literatur konnen hierzu  hauptsédchlich  Methoden  fir die
Transmissionsspektroskopie gefunden werden.8%-1621 Auch numerische Methoden sind bekannt, welche
jedoch aufgrund ihrer potentiellen Einflisse auf die erhaltenen Ergebnisse mit Vorsicht zu benutzen
sind.['831 Fiir den hier beschriebenen Aufbau miisste der genaue Ursprung des Etalons ausfindig gemacht
und bekannte Unterdriickungsmethoden auf inre Anwendbarkeit fur diesen getestet werden. Dies konnte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht erfolgreich abgeschlossen werden. Es wurde jedoch
in weiteren Experimenten festgestellt, dass der Effekt in ATR-Konfiguration seltener und schwacher
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auftritt. Dies wird auch in der Literatur beschrieben.[®1] Somit stellten sie fiir die meisten beschriebenen
Messungen kein Problem dar.

Aufgrund der Erkenntnisse aus den Tests wurden einige Anderungen an der Strahlleitung des IR-
Aufbaus vorgenommen. Die rotierbaren Adapterplatten wurden gegen eine feste Konstruktion
ausgetauscht. Hierzu wurden runde Platten des Kéfigsystems (Thorlabs, CP38) modifiziert, sodass die
gekippten Spiegelhalter mit den Kafig-Stében fixiert werden konnten. Mit dieser Modifikation wurde
eine gréRere mechanische Stabilitét, sowie ein besser reproduzierbarer Strahlengang erhofft. Zuséatzlich
wurde die Lochblende gegen einen Einsatz im Strahlengang getauscht, welcher den Strahldurchmesser
fest auf @ 1 cm reduzierte. Somit sollten ungewollte Reflexionen an den Innenwénden des Tubus-
Systems vermieden werden. Weiter wurden in Zusammenarbeit mit der feinmechanischen Werkstatt des
PCI zwei Teleskop-Systeme, welche die @ 0,5“-Tuben zwischen dem ATR-Kristall und den Positionen
S, beziehungsweise S5 in Abbildung 4.1 ersetzten, und ein Kihlwasserverteiler mit selbstdichtenden
Schnellkupplungen gefertigt. In Kombination sollten diese Modifikationen den Probenwechsel
vereinfachen, welcher sich aufgrund der grof3en Zahl an festen Anschlissen an der Flissigkeitszelle bei
ersten Experimenten als umsténdlich erwies.

4.4. Erweiterung des Messaufbaus ftir horizontale
Probengeometrien um spektrale Ellipsometrie

Ziel des Projektes war es, neben ATR-FTIR und NR auch die simultane Datenaufnahme mit SE zu
ermoglichen. Diese Messtechnik ermdglicht zusatzlich zu den bereits implementierten Techniken eine
schnelle Bestimmung der Gesamtschichtdicke der Probe. Besonders fiir Prozesse auf kurzen Zeitskalen
ist die Uberlegene zeitliche Auflésung der Ellipsometrie von Vorteil. Die Bestimmung der
Brechungsindizes der Probe erlauben auflerdem Riickschliisse auf ihre chemische Zusammensetzung.
Die von der Messung erhaltenen ellipsometrischen Winkel A und W werden dabei anhand eines
geeigneten Modells angepasst, wodurch Schichtdicke beziehungsweise Brechungsindizes erhalten
werden. Jedoch ist dies gerade dann, wenn die Brechungsindizes der Probe und der umgebenden Bulk-
Phase &hnlich sind, schwierig und die Modellierung wird weniger verldsslich. In diesem Fall ist es
vorteilhaft, anhand anderer zur Verfiigung stehenden Messmethoden, einige Parameter vorab zu
bestimmen, welche dann wahrend der Modellierung als fest angenommen werden.
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Abbildung 4.10: Schematische Darstellung der Strahlengéange innerhalb des ATR-Kristalls. ATR-
FTIR und SE teilen sich eine Einfallsebene, erreichen die beschichtete Oberflache jedoch von
unterschiedlichen Seiten des Kristalls. Die Einfallsebene des Neutronenstrahls ist orthogonal zu
Einfallsebene der (ibrigen Messmethoden.

Die fiir die Entwicklung des kombinierten Systems benétigte Flissigkeitszelle und einer geeigneten
Halterung des Ellipsometers wurde von den schwedischen Projektpartnern ibernommen (siehe
Abbildung 4.11 A und B), wahrend von deutscher Seite dafir Sorge getragen wurde, dass im
Gesamtsystem genuigend Platz hierfur zur Verfugung stand. Die Strahlfiihrungen wurden dergestalt
geplant, dass die Einfallsebene des fiir SE verwendeten Lichts gleich derer der IR-Strahlung ist, die
Oberflache des ATR-Kristalls jedoch von gegeniiberliegenden Seiten erreicht. Die Einfallsebene der
Neutronen ist dabei orthogonal zu derer der anderen Messmethoden (siehe Abbildung 4.10). Fiir den
Aufbau wurde das spektrale Ellipsometer iSE (J. A. Woollam, Lincoln, USA) gewahlt, welches in der
Lage ist, die ellipsometrischen Winkel von 190 Wellenlangen zwischen 400 nm und 1000 nm mit einer
zeitlichen Aufldsung bis hin zu 0,3 s aufzunehmen. Es wird daftr (ber das Programm CompleteEASE
(J. A. Woollam) angesteuert, welches auch fiir die Modellierung der erhaltenen Daten verwendet werden
kann. Das Ellipsometer wurde fiir den kombinierten Aufbau an einer Halterung montiert, in welche die
Flussigkeitszelle mithilfe von Magnetplatten (Thorlabs, KB75/M) eingesetzt wurde (siehe Abbildung
4.11 A). Diese Konstruktion konnte daraufhin auf der Hebeblhne der Probenhalterung befestigt werden
(vergleiche Abbildung 2.4 A). Die Quarzglasfenster der Flussigkeitszelle waren so installiert, dass der
Einfallswinkel des polarisierten Lichts unter rechtem Winkel stattfindet, um den Einfluss der Fenster
auf die Messungen zu minimieren, wobei der Winkel zum Lot der Si-Oberflache 70° betrug. Das
Beflllen und Leeren der Zelle erfolgte Gber @ 0,5 mm Bohrungen, welche ber UNF 1/4 — 28-
Flansche mit einem externen Schlauchsystem verbunden werden konnten, wie es auch in Abschnitt 4.3.1
beschrieben ist.
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Steckverbindungen fir 6 mm
Schlauche zur Zirkulation von Verschraubung fur 1/8%
Kuhlwasser R Wk-Sehiauben oder 1/16* Schlauche

Neigetische zur/
Winkeleinstellung

Ellipsometrie-Quelle
und Detektor
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Abbildung 4.11: A Technische Zeichnung der SE-Einheit des kombinierten Messaufbaus mit
eingebauter Flissigkeitszelle. Reproduziert mit Genehmigung.'®! B Explosionszeichnung der

Flissigkeitszelle, entwickelt von T. Ederth. Reproduziert mit Genehmigung.*® C Kombinierter
Messaufbau im Juni 2021 an FIGARO.

4.4.1. Kombinierte Messungen von NR, ATR-FTIR und SE an
FIGARO

Mithilfe des kombinierten Messaufbaus fanden erste Experimente mit simultaner Messung von NR,
ATR-FTIR und SE im Juni 2021 am FIGARO-Instrument des ILL statt. Ziel der Arbeitsgruppe Dahint
war es, die Interaktion von DMPC-Oligobilagen mit im September 2019 synthetisierten AuNPs zu
untersuchen. Die hier gezeigten Experimente wurden 2022 publiziert.®! Die Auswertung der NR- und
SE-Messungen erfolgte durch Andreas Stocklin.

Die Préparation der Oligobilagen und AuNP erfolgte wie in den Abschnitten 3.4.2, beziehungsweise
3.3.2 beschrieben. Die verwendete AuNP-L&sung in D,O wurde wenige Tage vor den Experimenten
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Tabelle 4.1: Durch Anpassung der NR-Profile von DMPC-Oligobilagen in Kontakt mit DO erhaltene
Parameter. Die Werte der iSLD ip;;;,, wurden zur Bertcksichtigung off-spekularer Streuung genutzt,
weshalb sie héher als in der Literatur beschriebene Werte liegen. Das genutzte Modell entspricht
dabei der in Abbildung 4.6 Vorstellung des Aufbaus der Oligobilagen, jedoch ohne eingelagertes

Chol. Reproduziert mit Genehmigung.!*®!

Parameter 18°C 26 °C
x?[10%] 1,02 81,1

N 15 16

dy, [A] 8,58 + 0,07 14,31+ 0,06
dy, [A] 9,199 £ 0,004 18,588 + 0,003
dy, [4] 17,71 + 0,04 27,73 40,03
dKopf [ A] 12,7 [34] 9,7 [34, 164]
dsio, [A] 19,0 + 0,2 19,0+ 0,3
Axette [A] 30,3 34 25,7 [164]
Props [1070 A72] 3,58+ 0,01 3,05+ 0,01
Piette |10 A72] —0,40 [0 —0,40 [
ipyip [1078 A72] 5,22+ 0,08 5,34+ 0,08
pw [1070 A72] 6,087 £ 0,003 6,380 + 0,004
o [A] 8 8

Buw,ip [%] 22,66 + 0,07 2,20 £ 0,08
Flache je Lipid [A?] 46,584 59,8 (164

aus dem vorhandenen Feststoff frisch angesetzt. Vorexperimente mit dynamischer Lichtstreuung an der
Losung zeigten eine Partikelgroe von (59 + 10) nm, deutlich Uber den nach Synthese bestimmten
(4,1 £ 1,2) nm (gemessen mit REM an hydrophoben AuNP). Die Proben wurden in die in Abschnitt
4.4 beschriebene Flissigkeitszelle eingebaut, welche daraufhin mit D,O beflllt und ein konstanter
Durchfluss der Fliissigkeitsphase von 0,6 ml/min eingestellt wurde. Hierbei wurde besondere Vorsicht
getroffen, um Luftblasen in der Flissigkeitszelle zu vermeiden. Uber einen externen Kryostaten wurden
sowohl die Zelle als auch das Flussigkeitsreservoir auf die gewilinschte Temperatur eingestellt. Die
Probe wurde vor der Messung mehrere Stunden ruhen gelassen. Es erfolgten zundchst Messungen der
Probe unter D,O, wodurch sichergestellt werden sollte, dass sie ihre Gleichgewichtsstruktur erreicht
hatte. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 10 pg/ml AuNP. Bei Proben, welche ausschliel3lich aus
DMPC bestanden, zeigte sich eine sukzessive Zerstérung der Filme, wohingegen sich Mischungen von
DMPC und Chol, wie sie auch in den in Abschnitt 4.3.1 beschriebenen Experimenten verwendet wurden,
als stabil erwiesen. Der Verlust der Lipid-Oligobilagen lief sich komplementar mit Hilfe der drei
verwendeten Methoden belegen. Die Experimente an reinen DMPC-Filmen wurden bei verschiedenen
Temperaturen unterhalb des Phasentbergangs von der gewellten Gel-Phase Py in die flussigkristalline

Phase L., sowie einer Temperatur oberhalb des Phasenlbergangs durchgefihrt. Explizit wird hier auf
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die Ergebnisse der Experimente mit DMPC-Oligobilagen bei 18 °C und 26 °C eingegangen, welche
auch in der Publikation thematisiert wurden. Diese lagen deutlich unter- beziehungsweise oberhalb der
Phaseniibergangstemperatur von DMPC von Ty = 23,6 + 1,4 °C,!%! welche im Vorfeld durch
Messungen mit dynamischer Differenzkalorimetrie von Andreas Stocklin bestatigt wurde.

Die Charakterisierung der Proben anhand der NR-Messungen unter D,O zeigte die erwarteten Parameter
flr Schichtdicken und SLD der Lipide, welche in Tabelle 4.1 gezeigt sind. Nach Zugabe der AUNP zum
Flussigkeitsreservoir wurde die zeitliche Auflosung der NR-Messungen erhoht, indem ein kleinerer Q-
Bereich betrachtet wurde und die Messzeiten auf 1 min reduziert wurden. Hiermit steigt jedoch auch
der statistische Fehler der einzelnen Messpunkte deutlich an, was eine exakte Auswertung in Form von
Anpassungen des NR-Profils erschwert. Die Interaktion der AUNP mit der Probe &ul3erte sich in einer
Abnahme der Bragg-Peak-Intensitét, wobei deren Lage unverandert blieb. Abbildung 4.12 zeigt die NR-
Profile der Messungen unter D,O bei beiden Temperaturen sowie in der Ausschnittvergroerung die
zeitliche Anderung des Bragg-Peaks bei Interaktion mit den AuNP. Anstelle einer Anpassung der
einzelnen Messungen wurde ausgehend von der Anpassung der Messung unter D,O die Zerstérung der
Proben anhand einer Reduktion der Bilagen im Modell, unter Beibehalt aller anderen Parameter,
simuliert. Hierzu wurde zunédchst die N — 3 inneren Bilagen sukzessive reduziert (vergleiche Abbildung
4.6 und Abbildung 3.8). Nachdem diese vollstdndig entfernt waren, wurden die restlichen Bilagen
ausgehend von der am weitesten vom Substrat entfernten bis zur direkt an dieses adsorbierten
schrittweise entfernt. Die Bragg-Peaks der so simulierten NR-Profile wurden mit GauRB-Funktionen
angepasst, und aus deren Amplitude, aufgetragen gegen die Bilagenzahl, eine Kalibrationskurve erstellt.
Durch Vergleich mit der Amplitude der Bragg-Peaks der Messungen konnte hieran die aktuelle
Bilagenzahl der Probe bestimmt werden. Die erhaltenen Verlaufe sind in Abbildung 4.14 dargestellt,
wobei hier anhand der urspriinglich bestimmten Probenparameter und der erhaltenen Bilagenzahl die
Gesamtschichtdicke der Probe bestimmt wurde.
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Abbildung 4.12: NR-Messdaten und Anpassungen von DMPC-Oligobilagen unter D,O (schwarz),
sowie Anderung der Bragg-Peaks bei Interaktion mit AUNP (AusschnittvergroRerungen). Die in den
VergroBRerungen dargestellten Bereiche sind mit gestrichelten Kéasten markiert. Aufgrund der
langeren Messung wurde bei der Darstellung bei 18 °C (A) ein zeitlicher Abstand der Profile von
3 min gewahlt, wohingegen bei 26 °C (B) alle Profile aufgetragen sind. Je Messung der in den
VergroRerungen dargestellten Auftragungen wurde die Reflektivitdt Uber 1 min gemittelt.
Reproduziert mit Genehmigung.!*®!

Die Untersuchung der Probe mit ATR-FTIR gewahrt zusatzliche Informationen und kann gleichzeitig
genutzt werden, um Annahmen bei der Auswertung der NR-Messungen zu bestatigen. Eine Abnahme
der Bragg-Peakintensitdt kann neben dem vermuteten Verlust von Lipidbilagen auch durch einen
Verlust der Ordnung in den Bilagen auftreten. Da IR-Spektroskopie jedoch unabh&ngig von der
Ordnung des untersuchten Materials ist, ware in diesem Fall keine Anderung der Absorptionshanden zu
erwarten. Um ein paralleles Auftreten beider Effekte auszuschlieBen kann weiter die zu erwartende
Absorption der CH,-Valenzschwingungsbanden von DMPC anhand der aus NR bestimmten Parameter
fur verschiedene Bilagenzahlen berechnet werden. Die Herleitung der hierfir verwendeten Gleichungen
ist in Abschnitt 3.7.1 beschrieben. Analog zur Auswertung der NR-Messungen kann so eine
Kalibrationskurve erstellt werden, anhand derer aus der Bandenintensitat der IR-Messungen auf die
Bilagenzahl und somit auch auf die Gesamtdicke der Probe riickgeschlossen werden kann. Die CH-
Valenzschwingungsbanden der durch ATR-FTIR erhaltenen Spektren und deren zeitliche Anderung
sind in Abbildung 4.13 A und B dargestellt. Es ist eine klare Abnahme der Bandenintensitaten zu
erkennen. Wie an Abbildung 4.14 zu sehen ist, stimmen die erhaltenen Gesamtschichtdicken der Probe
mit den aus der NR-Auswertung erhaltenen Ergebnissen Uberein. Somit ist anzunehmen, dass die
Verluste der Bragg-Peaks in NR-Messungen nicht auf Ordnungsverluste zuriickzufiihren sind.
Zusétzlich kann anhand der Lage der CH-Valenzschwingungsbanden auf die Phase der Lipide
rickgeschlossen werden (siehe Tabelle 4.2). Durch die Anpassung der Schwingungsbanden mit
Lorentz-Peaks kann deren Position in den Messungen bestimmt werden, was Hinweise auf die Struktur
der Lipide gibt. Der zeitliche Verlauf der symmetrischen CH»-Valenzschwingungsbanden-Position ist
in Abbildung 4.13 C dargestellt. Es ist zu sehen, dass die Bande bei den Messungen in der Pg-Phase zu

groReren Wellenzahlen wandert, wohingegen bei Messungen in der L,-Phase eine Verschiebung zu
kleineren Wellenzahlen beobachtet wurde. Dies weist auf eine strukturelle Anderung der DMPC-
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Tabelle 4.2: Lage der CH-Valenzschwingungsbanden. Erhalten aus den IR-Spektren der Proben bei
18 °C (Pg-DMPC) und 26 °C (L,-DMPC) unter D-0.

VCHz,asy [cm_ll

Ve, sym [cm™]

Pgi-DMPC
Lo-DMPC

2850
2851

2918
2921

Kettengruppen innerhalb der Bilagen hin. Die asymmetrische Valenzschwingungsbande, dargestellt in
Abbildung 4.13 D zeigt einen ahnlichen Verlauf.

Zusétzlich kann SE verwendet werden, um die Gesamtschichtdicke zu bestimmen. Hierzu wurden die
Brechungsindizes des Lipid-Filmes, wie in Abschnitt 3.6 beschrieben, mit einem Cauchy-Dispersions-
Modell beschrieben.

Verglichen mit NR und ATR-FTIR liefert SE eine bedeutend bessere zeitliche Auflosung im
Sekundenbereich. Fir verlassliche Ergebnisse muss jedoch der Kontrast des Filmes zur umgebenden
Flussigkeit ausreichend groR sein, was gerade bei Untersuchungen an weicher Materie nicht
selbstverstandlich ist.'%61 Um die Verlasslichkeit zu verbessern, kénnen jedoch Annahmen aufgrund
komplementédrer Messungen gemacht werden. Weiter sind Informationen zur inneren Struktur einer
regelmaRig aufgebauten Probe mit SE nicht zugénglich, weshalb Anderungen der Dicke durch mehrere
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Abbildung 4.13: Anderung der CH,-Valenzschwingungsbanden bei Interaktion der DMPC-Filme
mit AUNP bei 18 °C (A) und 26 °C (B). Fur jede Messung wurden 512 Spektren bei einer Aufldsung
von 4 cm™1 gemittelt, was in einem Zeitbedarf von 3,23 min resultierte. C/D Verlauf der Position
der symmetrischen (C) und asymmetrischen (D) CH,-Valenzschwingungsbande beider Messungen.

Reproduziert mit Genehmigung™®!,
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Umstande erklart werden kdnnen. Eine Zunahme der erhaltenen Probendicke, kann zum Beispiel durch
ein Quellen, aber auch durch Anlagerung von Fremdkorpern, welche die Brechungsindizes nicht
relevant andern, erklart werden.

Fur die hier diskutierten Messungen wurden zunéchst die Brechungsindizes der Fllssigphase mithilfe
eines unbeschichteten ATR-Kristalls in der mit DO befullten Flissigkeitszelle bestimmt. Die Cauchy-
Parameter des Films wurden dann anhand der Messung unter DO erhalten und fur nachfolgende
Anpassungen als unveréndert angenommen. Somit wurde eine Abnahme der Schichtdicke nach AuNP-
Zugabe beobachtet, was in Ubereinstimmung mit den aus den anderen Messmethoden erhaltenen
Ergebnissen ist.

Die aus den drei Messmethoden bestimmten Gesamtdicken der Proben sind in Abbildung 4.14
dargestellt und zeigen einstimmend eine Zerstérung der DMPC-Oligobilagen durch die verwendeten
AUNP. Um die Filmstabilitat zu beurteilen, wurden die Zeiten Ats, bestimmt, zu denen die Halfte der
Gesamtdicke verloren gegangen war. Zur Vergleichbarkeit wurden die drei Verlaufe so verschoben,
dass der Beginn des Filmverlusts bei t = 0 min stattfand. Hier zeigte sich, dass die Zerstérung oberhalb
von Ty, deutlich schneller vonstattenging, was als verringerte Stabilitat der Probe in der L,-Phase
interpretiert werden kann. Bei Messungen an DMPC in der Pg/-Phase zeigten die bestimmten Werte

gute Ubereinstimmung, in der L,-Phase ergab SE jedoch eine deutlich geringere Stabilitat als NR und
ATR-FTIR. Weiter ist zu sehen, dass die Dicke im Gegensatz zu den anderen Methoden auf null abféllt,
was ein vollstindiges Abtragen des Filmes andeutet. Dies widerspricht jedoch insbesondere den
Ergebnissen aus ATR-FTIR, da hier die Lipid-Schwingungsbanden auch zum Ende des Experiments
noch nachgewiesen werden konnten. Als Grund fur die Abweichung werden die ahnlichen
Brechungsindizes von Probe und Flissigphase und damit verbundene Unsicherheiten in der
Schichtdickenbestimmung vermutet.

Das Ziel der Konstruktion eines kombinierten Messaufbaus fir NR, ATR-FTIR und SE in horizontaler
Probengeometrie war somit erreicht. Anhand der Pilotexperimente konnte gezeigt werden, dass die
verwendeten Methoden éahnliche Ergebnisse liefern und sich gleichzeitig erganzen, womit
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Abbildung 4.14: Verlaufe der Probendicke nach den Auswertungen von NR, ATR-FTIR und SE bei
18 °C (A) und 26 °C (B). Die Zeiten Ats, bei der die Halfte der Probendicke verloren war, ist in den
Legenden eingetragen. Reproduziert mit Genehmigung.!*®!
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Unsicherheiten bei der Auswertung der einzelnen Messungen ausgeglichen und Fehlinterpretationen
vermieden werden kénnen. So kann zum Beispiel die Struktur von Proben mithilfe von NR bestimmt
werden, wobei grundlegende Annahmen anhand von ATR-FTIR getroffen werden kdnnen. Kinetische
Messungen bei Anderungen der Probe kénnen mit allen drei Methoden stattfinden, wobei jedoch die
gerade bei schnellen Prozessen die zeitliche Aufldsung von SE von Vorteil ist.

4.5. Kombinierter Messaufbau fir vertikale
Probengeometrie und Tests an D17

Neben Reflektometern mit horizontaler Probengeometrie wie FIGARO, sind auch solche mit vertikaler
Probengeometrie verbreitet. Je nach Beschaffenheit der Probe, beziehungsweise der genutzten
Probenzelle, bieten beide Geometrien VVor- und Nachteile. Beispielsweise kdnnen offene Systeme unter
Flussigkeit aus offensichtlichen Grinden nicht in vertikaler Geometrie verwendet werden. Bei
geschlossenen Systemen hingegen erlaubt ein solches Reflektometer jedoch ein Beflllen der
Probenzellen, beziehungsweise den gesicherten Austausch der entsprechenden Flussigkeiten, ohne dass
die Zelle vom Probentisch genommen und gekippt werden misste. Somit kénnen etwaige Messfehler
durch unterschiedliche Justage der Messungen vermieden werden. AuBerdem wirden Luftblasen, die
zum Beispiel aufgrund des Entgasens der Flussigphase in die Flussigkeitszelle gelangen kénnen in
dieser von der Probenmitte zum Schlauch des Peristaltik-Systems aufsteigen und wiirden somit die
Messungen weniger stark beeinflussen, als das bei horizontaler Probengeometrie der Fall ware. Fir ein
entsprechendes Reflektometer, das am ILL befindliche Instrument D17, sollte ein weiterer kombinierter
Messaufbau fur NR, ATR-FTIR und SE konstruiert werden. Die Geometrie barg hierfur verglichen mit
dem Aufbau fir FIGARO zusatzliche Herausforderungen, da aufgrund des eingeschrankten
Platzangebots die Strahlleitung des IR-Aufbaus nicht in einer Ebene realisiert werden konnte, ohne die
Gefahr einer Kollision des Aufbaus mit dem Neutronen-Detektor beziehungsweise dem Neutronenleiter
wahrend der Messung in Kauf zu nehmen. Dies ist in Abbildung 4.15 A zu erkennen. Es wurde deshalb
entschieden, das Spektrometer unterhalo und vor der Grundplatte der Probenaufnahme des
Reflektometers zu platzieren, wohingegen der Detektor oberhalb und hinter der Probenzelle platziert
wurde.

Die Planung des optischen Aufbaus erfolgte mit bei Thorlabs erhaltlichen optomechanischen
Komponenten und Spiegeln (vergleiche Abschnitt 4.3). Ahnlich wie im Aufbau fiir FIGARO konnte
auch hier die Spiilung der Strahlfiihrung mit Trockengas Uber Splilgas-Adapter gewahrleistet werden,
waobei aufgrund des deutlich langeren Weges vor der Probe zwei zusétzliche Adapter verwendet wurden.
Die Grundplatte des Aufbaus, sowie die Probenhalterung wurde in Zusammenarbeit mit der
feinmechanischen Werkstatt des PCI entwickelt. Die Befestigung der optomechanischen Komponenten
erfolgte durch Klemmverbinder (Thorlabs, CPMA4/M), welche tiber Universal-Pfostenhalter (Thorlabs,
UPH30/M) mit der Grundplatte verbunden wurden. Dies ermdglicht einen flexiblen Aufbau vor Ort. Fir
die Befestigung der Flissigkeitszelle wurde eine Halterung gefertigt, bei der eine Einstellung der Hohe
durch eine Verschraubung an Leichtbauprofilen aus Aluminium erfolgte. Diese wiederum wurden uber
eine Platte mit Langl6chern an der Grundplatte befestigt, worlber eine seitliche Translation der Probe
ermoglicht wurde. Eine eingebaute Hebebiihne sorgte fur die Justage in der dritten Raumrichtung. Eine
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Aluminiumprofil

Abbildung 4.15: A Neutronenreflektometer D17. Der Probentisch befindet sich mittig zwischen dem
Neutronen-Detektor (links) und dem Neutronenleiter (rechts), welche etwa 53 cm voneinander
entfernt sind. B Skizze der Probenhalterung fiir vertikale Probengeometrie. C Kombinierter
Messaufbau fiir D17 ohne SE in den Laboren der Arbeitsgruppe Dahint.

Skizze der Probenhalterung ist in Abbildung 4.15 B zu sehen, und der fertige Aufbau ohne SE in den
Laboren der Arbeitsgruppe Dahint in Abbildung 4.15 C.

Erste Tests mit ATR-FTIR zeigten, dass am MCT-Detektor des IR-Aufbaus in etwa die halbe Intensitat
verglichen mit dem Aufbau fur FIGARO erreicht wurde. Dies verringert die Empfindlichkeit der
Messungen und fordert eine groRere Zahl gemittelter Spektren, um rauscharme Spektren zu erhalten.
Somit ist die zeitliche Auflésung unter Umstanden geringer als dies beim Aufbau mit horizontaler
Probengeometrie maglich ist. Fur die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente erwies sich
dies jedoch als nicht problematisch.

Der Aufbau wurde im Juni 2021 anhand von Experimenten der Arbeitsgruppe Ederth getestet. Hierbei
stellte sich heraus, dass das hohe Gewicht des Ellipsometers ein seitliches Drenmoment auf die
Hebebiihne auslibte und diese verbog. Hierdurch wurde die Justage des IR-Strahlengangs stark
beeintrachtigt. Aufgrund sehr guter Reproduzierbarkeit der Probenposition durch die Magnetplatten
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Abbildung 4.16: Aufsicht des kombinierten Messaufbaus an D17. Die Hebebiihne zur Justage der
Probenhdhe wurde durch einen Aluminiumblock ersetzt, welcher hier mittig zu sehen ist.

konnte die Hebebihne jedoch durch einen Aluminiumblock ersetzt werden, wodurch die Stabilitat der
Probenhalterung bedeutend verbessert wurde. Der so modifizierte Aufbau ist in Abbildung 2.4 zu sehen.

4.5.1. Kombinierte Messungen von NR, ATR-FTIR und SE an
D17

Erste Pilotexperimente der Arbeitsgruppe Dahint fanden im September 2021 statt. Hierbei sollte die
Interaktion von AuNP mit integralen und peripheren Membranproteinen untersucht werden. Die
erhaltenen Ergebnisse sind in der vorliegenden Arbeit im Kapitel 7 ausfihrlich thematisiert. An dieser
Stelle werden die Untersuchungen an einer Probe kurz beschrieben, um die Eignung des kombinierten
Messaufbaus flr Experimente dieser Art zu demonstrieren.
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Abbildung 4.17: Skizze der strukturellen Anderung einer Lipid-Bilage durch die Einlagerung von
Gramicidin. Das Protein ist aufgrund der hydrophoben Seitenketten am AuReren der Helix in den
Kettengruppen eingebettet, das hydrophile Peptidriickgrat befindet sich im Inneren. Durch
Dimerisierung an den N-Termini der Proteine konnen lonenkandle ausgebildet werden, wobei
aufgrund der kurzeren Lange des Dimers verglichen mit dem hydrophoben Lipid-Kettenbereich eine
Verformung der Bilage stattfindet (links). Auch die Einlagerung ohne Dimerisierung ist moglich
(rechts).[%]

Es wurden zwei Ansétze von AuNP verwendet. Bei den als ,,2 nm AuNP* beschriebenen NPs handelt
es sich um solche, welche aus einer kommerziell erhaltlichen Losung von Octanthiol-geschiitzten AuNP
mit einer vom Hersteller angegebenen GréRe von 2 — 4 nm und gekauften N,N,N-trimethyl-(11-
mercaptoundecyl)ammoniumbromid (MABr) nach der in 3.3.1 beschriebenen Methode hergestellt
wurden. Untersuchungen mit REM zeigten fiur die so erhaltenen NPs einen Durchmesser von (3,3 +
0,5) nm. Die als ,,50 nm AuNP* bezeichneten NPs entsprachen denjenigen, die auch in den in Abschnitt
4.4.1 beschriebenen Experimenten verwendet wurden.

Fur die beschriebenen Untersuchung wurde das integrale Membranprotein GramD verwendet. Dieses
zeigt eine helikale Sekundarstruktur, wobei die hydrophoben Seitenketten der Aminosauren am AuBeren
der Helix positioniert sind. Somit lagert es im Kettenbereich der Bilage ein. Bei rdumlicher Nahe zweier
Gramicidine in gegentberliegenden Monolagen kann es zur Dimerisierung an den N-Termini der
Proteine kommen, wodurch die Bilagenstruktur verzerrt wird (siehe Abbildung 4.17). Ein solches
Gramicidin-Dimer kann als lonenkanal fir monovalente Kationen Uber eine Lipid-Membran wirken,
was das Gleichgewicht der lonenkonzentrationen im Inneren einer Zelle stéren kann und somit eine
zytotoxische Wirkung hat.[103 1671

Die Préparation der proteinhaltigen Proben erfolgte Uiber Rotationsbeschichtung wie im Abschnitt 3.4.2
beschrieben. Zum Ansetzen der zur Beschichtung verwendeten Lésung wurde eine gesamte
Stoffmengenkonzentration von 14,8 umol/ml verwendet, was einer 10 mg/ml DMPC-L&sung
entspricht. Somit sollte eine bessere Vergleichbarkeit zu vorherigen Messungen ohne Proteine erreicht
werden. Als Verhaltnis von Protein zu Lipiden wurde 1: 9 gewdhlt, wobei der Lipid-Anteil zu 20% aus
Chol und zu 80% aus DMPC bestand. Somit wurde in einem typischen Ansatz von 5 mL L&dsung
7,4 umol (10%) GramD, 13,32 umol (18%) Chol und 53,28 pmol (72%) DMPC eingewogen.
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Abbildung 4.18: NR-Profile der Probe aus 10% GramD und 90% Lipidgemisch (4: 1 DMPC /Chol).
A Erhaltene Profile und beste Anpassungen. Fir Messungen unter 50 mM MgCl, konnten keine
guten Anpassungen erhalten werden. Bei Zugabe von MgCl, (B) und Temperaturerhéhung (C)
wurden kontinuierliche Verschiebungen des Bragg-Peaks zu kleineren Streuvektoren beobachtet, was
einem Quellprozess aufgrund des Wachstums der mittleren Bilagenabsténde entspricht. Es wurden
ausgewahlte Reflexionsprofile wurden aufgetragen, die Einsatze zeigen die Lage des Bragg-Peaks in
Abhangigkeit der Zeit, beziehungsweise Temperatur, welche nach GauB-Anpassungen aller
Reflexionsprofile erhalten wurden. Aufgrund der kleinen Unterschiede wurde die Lage des
Maximums in C durch gestrichelte Linien markiert.

Zur Anpassung der erhaltenen NR-Profile aus Abbildung 4.18 wurde die SLD der Kettengruppen unter
der Annahme einer idealen Mischung der Filmbestandteile berechnet, wéhrend die Dicken der einzelnen
Lagen unbekannt waren und somit angepasst werden mussten. Es wurde ein Modell verwendet, in dem
die Probe Uber eine Summe von zwei Lipid-Oligobilagen unterschiedlicher Lagenzahl dargestellt wird.
Beide Stapel waren dabei gleich gewichtet. Somit wird davon ausgegangen, dass die Probe Doménen
unterschiedlicher Dicke zeigte, die in ihrer Ausdehnung grol? genug waren, dass sie bei Reflexion nicht
mehr als gemitteltes Gesamtsystem zu betrachten sind. Dies ist der Fall, wenn die Ausdehnung dieser
Doménen groRer ist als die Koharenzldnge des Reflektometers, das heilit der Distanz, auf der ein
reflektiertes Neutron koharent mit sich selbst interferieren kann.[*®! Wire die Ausdehnung der Doméne
kleiner, so ware eine gemittelte Probendicke zu beobachten.!*®® Fiir das Instrument D17 betragt die
Koharenzlange etwa 70 um.*% Das verwendete Modell und die erhaltenen Ergebnisse sind in Abschnitt
6.1.2 noch einmal detailliert beschrieben. Genauere Uberlegungen zur Verwendung eines inkohérenten
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Modells zur Anpassung von NR-Profilen konnen der Dissertation von Andreas Stocklin entnommen
werden.® Die Verwendung des beschriebenen Modells mit einer Kombination aus zwolf und dreizehn
Bilagen lieferte zufriedenstellende Anpassungen der Reflexionsprofile. Nach Zugabe der AUNP waren
nur vernachlassigbar kleine Anderungen dieser zu beobachten. Durch Zugabe von MgCl, wurden starke
Anderungen der Probe in Form eines Quellprozesses beobachtet, der sich in einer Verschiebung des
Bragg-Peaks zu niedrigen Streuvektoren duRerte. Es konnte jedoch kein Modell gefunden werden,
welches die strukturellen Anderungen gut beschreibt. Anhand der Lage des Bragg-Peaks ist es jedoch
mdoglich, die Gesamtschichtdicke unter der Annahme, dass keine Bilagen verloren gegangen sind,
abzuschatzen. Hierfur wurde der Bragg-Peak mithilfe einer Gaul3-Funktion angepasst. Die erhaltenen
Werte zeigen eine Verschiebung zu kleineren Streuvektoren nach 50 min, wobei in den NR-Profilen
der Bragg-Peak flr einige Messpunkte sehr schwach und breit war. Nach einigen Minuten war er wieder
besser definiert und die Anderung der Position zeigte ein asymptotisches Verhalten. Der Kurvenverlauf
in Abbildung 4.18 B lasst vermuten, dass zum Ende der Messreihe nach tber 10 h das strukturelle
Gleichgewicht noch nicht erreicht war, was zum Zeitpunkt des Experiments nicht eingeschétzt werden
konnte. Eine anschlieBende Erh6hung der Temperatur zeigte eine weitere kontinuierliche Verschiebung
des Bragg-Peaks zu kleineren Streuvektoren (Abbildung 4.18 C).
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Abbildung 4.19: IR-Absorptionsspektren der Probe aus 10% GramD und 90% Lipidgemisch (4 : 1
DMPC/Chol). A Ubersicht der IR-Absorptionsspektren aller untersuchten Flissigphasen. Der Einzug
zeigt die die Intensitat der jeweiligen symmetrischen CH,-Valenzschwingung. B Anderung der IR-
Absorptionsspektren bei Zugabe von MgCl.. Der Einzug zeigt den Verlauf der symmetrischen CH»-
Bandenintensitat. C Anderung der IR-Absorptionsspektren bei Temperaturvariation. Der Einzug zeigt
die Lage der symmetrischen CHz;-Bande.

In simultanen Messungen mit ATR-FTIR konnte die Prasenz des Proteins anhand der Amid-I-Bande bei
1632 cm™! nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.19 A). Deren Form ist beeinflusst durch die
Sekundarstruktur des Proteins und kann prinzipiell zur Identifizierung derer genutzt werden. Aufgrund
der zusdtzlich vorhandenen H, 0-Rotationsbanden ist dies in den aufgenommenen Spektren jedoch nicht
mdoglich. Bei Zugabe der AUNP wurde ein leichter Anstieg der symmetrischen CH,-Bandenintensitat
beobachtet (siehe Abbildung 4.19 B). Da anhand der zugehorigen NR-Profile ein Schrumpfen der
Bilagenabstidnde ausgeschlossen werden kann, kdnnte dies ein Hinweis auf eingelagerte AuNP sein.
Jedoch sind keine anderen Anderungen der Spektren zu erkennen, die die Prasenz der Partikel und deren
Einfluss auf die verwendete Probe belegen konnten. Insbesondere eine Anderung der Amid-I-
Bandenstruktur kann nicht erkannt werden, was zeigt, dass die Sekundérstruktur des Proteins erhalten
bleibt. Bei der anschlieRenden Temperaturvariation wurde beobachtet, dass die CH,-Absorptionsbanden
zu hoheren Wellenzahlen verschoben wurden. Es wurde jedoch keine eindeutige
Phaseniibergangstemperatur, sondern ein kontinuierlicher Verlauf beobachtet. Dies zeigt, dass zwar eine
Anderung der Bilagenstruktur stattfindet, jedoch kein scharfer Phaseniibergang. Somit zeigt das System
einen deutlichen Unterschied zu reinen DMPC-Proben (siehe Abschnitt 5.2.1). Ein &hnliches Verhalten
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wurde jedoch von Redondo-Morata et al. flir DPPC/Chol Mischfilme beobachtet. Untersuchungen mit
Differenzkalorimetrie  und  Raster-Kraft-Mikroskopie ~ zeigten  ein  Aufweichen  der
Phasenubergangstemperatur ab einem Chol-Gehalt von 20% und ein vollkommenes Verschwinden des
Phasentibergangs ab 40%.1*"°1 Das beobachtete Verhalten der hier beschriebenen Proben kann somit
nicht eindeutig von dem proteinfreier Mischfilme abgegrenzt werden. Ebenso konnte hier keine
Anderung der Protein-Sekundarstruktur festgestellt werden.

Parallel zu den Messungen mit NR und ATR-FTIR wurde die Probe mithilfe von SE untersucht. Zuvor
wurde ein ATR-Kristall gegen D,O vermessen, womit mithilfe bekannter Brechungsindizes n(1) und
Extinktionskoeffizienten k(1) des Substrats die Brechungsindizes der Flissigphase bestimmt werden
konnten, um diese fur nachfolgende Messungen zu verwenden. Fir diese wiederum wurde die
Gesamtdicke der Proben mithilfe eines Cauchy-Modells bestimmt. Gerade schnelle Prozesse sollten mit
SE aufgrund der hohen Zeitauflésung bedeutend besser sichtbar sein als mit den komplementér
verwendeten Messmethoden. Jedoch traten unerwartete Schwierigkeiten bei den Messungen auf.
Insbesondere bei starker Anderung der Probenstruktur, wie sie bei der Quellung durch Zugabe von
MgCl, zu beobachten war, war eine Anpassung der ellipsometrischen Winkel kaum mehr mdglich. Da
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Abbildung 4.20: Nach Modellierung von SE-Messungen erhaltene Schichtdicken der Probe aus 10%
GramD und 90% Lipidgemisch (4:1 DMPC/Chol). Die Anderung des Systems zum vorherigen
Zustand ist jeweils durch fette Schrift markiert. A Verlauf der Schichtdicke bei Zugabe von
10 ug/ml 2 nm AuNP. B Verlauf der Schichtdicke bei Zugabe von 50 mM MgCl,. C Verlauf der
Schichtdicke bei Erhdhung der Probentemperatur.
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das Quellen der Probe aufgrund gréRer werdender Wasserzwischenlagen verursacht wird, néhern sich
die Cauchy-Parameter der gesamten Probe allméhlich denen der Flussigphase an. Somit sinkt der
Kontrast, was das Bestimmen der ellipsometrischen Winkel und damit eine verldssliche Anpassung
erschwert.

Fir die Anpassung der Probe vor Zugabe von AuNP wurde die Schichtdicke d ~ 970 A mithilfe der
NR-Messung bestimmt und im SE-Modell festgesetzt. Die Messungen starteten mit Zugabe von
10 pg/ml der 2 nm AuNP. Zu Beginn wurde eine konstante Schichtdicke bestimmt (siehe Abbildung
4.20 A). Nach etwa 20 min wurde ein Einbruch der Schichtdicke um etwa 10 A beobachtet, woraufhin
sich diese in der folgenden Stunde langsam wieder erhdhte bis zu einem Wert von ungeféhr 975 A. Der
zeitliche Eintritt dieses Verhaltens lasst vermuten, dass dieses durch erste Interaktionen mit den AuNP
und anschlieRender Equilibrierung des Gesamtsystems herbeigefiihrt wurde. Im Zeitraum von 90 —
160 min nach Beginn der Messungen konnten die ellipsometrischen Winkel nicht zufriedenstellend
angepasst werden, was in einer nicht aussagekréftigen Auftragung der erhaltenen Probendicke
resultierte. Es wird angenommen, dass es in diesem Zeitraum zu Verwirbelungen im Probenraum kaum,
wodurch die Intensitit des reflektierten Lichts stark abnahm. Nach diesem Zeitraum wurde eine
Schichtdicke von etwa 950 A gemessen, welche sich innerhalb von 20 min wieder auf den vor der
Storung gemessenen Wert erhéhte, welcher bis zum Ende der Messungen weitgehend konstant blieb.
Somit hatte die Zugabe der AuNPs eine Quellung um 5 A zur Folge.

Eine weitere Erhthung der AUNP-Konzentration, sowie die Zugabe anderer NPs konnte aufgrund eines
technischen Fehlers nicht ausgewertet werden, da die gespeicherten Dateien zum Zeitpunkt der
Auswertungen keine Messdaten zeigten. Die weitere Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit
Unterstitzung von Andreas Stocklin.

Um die Anderungen aufgrund der Zugabe von MgCl; zu evaluieren, wurden die aus dem NR-Profil der
zuletzt gemessenen Probenumgebung von 10 pg/ml 2 nm AuNP erhaltenen Parameter verwendet.
Zwar entspricht dieser Zustand nicht der Umgebung zum Start der Messung, jedoch zeigten die
Komplementiarmessungen mit NR und ATR-FTIR kaum Anderungen durch die dazwischenliegenden
Schritte, sodass der Einfluss auf die Parameter des zur Anpassung der ellipsometrischen Winkel
verwendeten Modells als gering angenommen wurde. Die erhaltenen Schichtdicken sind in Abbildung
4.20 B dargestellt. Kurz nach Beginn der Messung wurde ein Einbruch der Probendicke beobachtet,
welche sich jedoch schnell erholte. Dies ist wahrscheinlich auf die Stérung des Systems durch die eine
zunachst hohe Konzentration der MgCl,-L6sung zuriickzufiihren. Ein vollstandige Durchmischung der
Flussigphase ist erst nach 15 min zu erwarten.™*8! Nach etwa 30 min wurde ein kontinuierlicher Verlust
der Probendicke beobachtet, welche im Zeitraum von etwa 3 h auf d ~ 90 A fiel. AnschlieRend konnte
ein schwacher Anstieg der Probendicke Uber die folgenden Stunden beobachtet werden. Dies steht im
Widerspruch zu den Komplementdrmessungen, da die geringe Probendicke darauf hindeutet, dass das
diese nur noch aus einer Bilage besteht. Hierbei wéren jedoch deutlich schwéchere Signale in den NR-,
als auch ATR-FTIR-Messungen zu erwarten gewesen. Zwar war bei diesen Methoden eine quantitative
Aussage zu den verbleibenden Lipid-Bilagen nicht mdglich, eine einzelne auf das Substrat adsorbierte
Bilage wirde jedoch nur nicht ein NR-Profil zeigen, wie es in Abbildung 4.18 C zu sehen ist. Diese
spricht vielmehr fur einige wenige verbliebene Bilagen bei unterschiedlich stark gequollenen
Wasserzwischenschichten. Aufgrund der Lage des Peaks wére ein durchschnittlicher Bilagenabstand
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von ungefahr 110 A zu erwarten. Ebenso wére in den ATR-FTIR-Spektren eine Reduktion der
Bandenintensitaten auf etwa 35% ihres Ursprungswertes zu erwarten gewesen (Wert nach der in
Abschnitt 3.7.2 beschriebenen Methode und den aus der Anpassung des NR-Profils der Messung vor
Zugabe von MgCl, berechnet), wohingegen in Abbildung 4.19 B eine Reduktion auf etwa 60% zu sehen
war, was fir mindestens zwei verbleibende Bilagen auf dem Substrat spricht. Eine Interpretation der
erhaltenen Ergebnisse gestaltet sich deshalb schwierig. Es wére denkbar, dass sie auf Probleme bei der
Simulation der ellipsometrischen Winkel zuriickzufuhren sind. Bei Serienmessungen werden
angepassten Parameter sequenziell initialisiert, das heif3t es werden die erhaltenen Parameter der jeweils
vorherigen Messung als Ausgangspunkt verwendet. Da davon auszugehen ist, dass sich diese in der
kurzen Zeit, die flr eine Messung notig ist, nicht dramatisch &ndern, ist dies ein sinnvoller Ansatz, um
den Rechenaufwand gering zu halten. Es ist jedoch mdglich, dass somit physikalisch nicht sinnvolle
Ergebnisse erhalten werden, von denen die nachfolgenden Messpunkte nicht mehr allzu stark abweichen
werden. Die gesamte Auswertung ist somit ab diesem Punkt nicht mehr aussagekréftig. Um dies zu
vermeiden, konnen in der Software sinnvolle Parametergrenzen eingegeben werden. Bei starken
Probeanderungen, wie dem Quellen der Oligobilagen durch die Prasenz von MgCl,, ist dies jedoch
schwierig, da hier auch eine mit einer erheblichen Anderung der angepassten Parameter zu rechnen ist.
Ein Ansatz ist, die Ergebnisse komplementarer Messungen, wie zum Beispiel die Gesamtschichtdicke
nach den erhaltenen NR-Profilen, zu verwenden. Hiermit kdnnen die Parameter unter Umstanden
sinnvoll eingegrenzt werden. Im hier beschriebenen Experiment war dies jedoch nicht erfolgreich. Die
Auswertung der kinetischen SE-Messung beim Quellen der Probe mit MgCl. ist somit nicht belastbar.

Auch die Messung der Probe mit SE bei Temperaturvarianz gestaltete sich schwierig. Hierbei wurde
bereits beim ersten Messpunkt eine Schichtdicke von d ~ 110 A erhalten (siehe Abbildung 4.20 C),
wohingegen wie bei der vorangegangenen Messreihe bereits anhand der NR- und ATR-FTIR- Messung
auf mehrere verbliebene Bilagen bei starken Quellprozessen geschlossen wurde, was einen mindestens
doppelt so grofRen Wert ergeben misste. Auch der weitere Verlauf der SE-Messung unterscheidet sich
erheblich von den Ergebnissen von NR und ATR-FTIR. Wéhrend diese eine kontinuierliche Zunahme
der Gesamtschichtdicke vermuten lassen, zeigen die erhaltenen Schichtdicken der SE-Messung ein
nicht-monotones Verhalten. Bis zu T = 34 °C wurde eine Abnahme der Schichtdicke beobachtet,
anschlieBend nahm diese wieder zu. Die Anderung betrug jedoch nur wenige Angstrdm. Eine
zusatzliche Schwierigkeit bei der Anpassung der Messungen unter Temperaturvariation ist die
Temperaturabhangigkeit der Brechungsindizes von Probe und Medium. Wahrend bei vorherigen
Messungen nur die Cauchy-Parameter der Probe angepasst werden mussten, missten fiir eine
vollstdndige Analyse hier auch Parameter der Flissigphase angepasst werden, eine erhebliche
VergroRerung des Parameterraums. Versuche, dies bei der Analyse zu berlcksichtigen fuhrten jedoch
zu keiner Verbesserung der erhaltenen Ergebnisse.

Die erhaltenen Ergebnisse des Pilotexperiments mit SE sind bei Vergleich mit den komplementéren NR-
und ATR-FTIR-Messungen wenig belastbar (siehe Abbildung 4.18 und Abbildung 4.19). Es ist
anzunehmen, dass dies auf den geringen Kontrast der verwendeten Probe mit der Fllssigphase
zurtickzufiihren ist. Das verwendete Modell nimmt eine homogene Probenschicht an. Durch die
Quellung besteht diese mit zunehmendem Anteil aus der Flussigphase, wodurch der Kontrast
dementsprechend sinkt.
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4.5.2. Kompatibilitat des Aufbaus zu anderen Reflektometern

Neutronenreflektometer sind spezialisierte Messinstrumente, weshalb bestimmte Reflektometer fir die
Untersuchung einiger Proben besser geeignet sind als andere. Um eine mdglichst grol3e Flexibilitat fur
die Anwender zu bieten ist es daher sinnvoll, die fiir die vorliegende Arbeit konstruierten Aufbauten
auch an anderen Instrumenten als FIGARO und D17 nutzen zu kénnen. Deren Mobilitat wiirde die
komplementaren Probenuntersuchungen mit ATR-FTIR-Spektroskopie und SE ermdglichen, ohne dass
diese Messmethoden fest an den Reflektometern verbaut werden mussten. Die Voraussetzung fiir die
Kompatibilitat ist ein baugleicher oder zumindest ahnlicher Probentisch am Reflektometer, sodass ohne
groRRere Modifikationen an der Grundplatte des Messaufbaus dieser installiert werden kann. Weiter muss
auch das Platzangebot ausreichend sein.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass der in Abschnitt 4.5 beschriebene
Aufbau auch fir das SuperADAM Reflektometer des ILL verwendet werden kann.[*%! Es handelt sich
hierbei um ein NR-Instrument mit vertikaler Probengeometrie, welches einen ahnlichen Probentisch wie
D17 besitzt. Somit waren nur kleine Modifikationen an der Grundplatte vonnéten, um den Aufbau
hierauf anzupassen. Im Gegensatz zu D17 handelt es sich bei SuperADAM um ein monochromatisches
anstelle eines Time-of-Flight-Reflektometers, weshalb der Winkel des Probentisches relativ zu
Neutronenquelle und Detektor wéahrend der Messung kontinuierlich verfahren wird und nicht nur einige
wenige Winkelpositionen eingestellt werden. Es wurde deshalb initial getestet, ob es bei einer typischen
Messung zu Kollisionen mit Komponenten des Instruments kommen wiirde oder der Neutronenstrahl
durch Teile des mobilen Aufbaus blockiert werden wiirde. Dabei wurde festgestellt, dass solche
Probleme nicht zu erwarten sind und der Aufbau somit fur die Nutzung an SuperADAM geeignet ist.

In Zusammenarbeit mit den Arbeitskreisen Tanaka (Universitat Heidelberg, Deutschland) und Nylander
(Lund University, Schweden) wurden somit Untersuchungen an Zellmembranen von Malaria-
modifizierten Blutkérperchen durch komplementére Messungen von NR und ATR-FTIR durchgefhrt.
Um eine gleichmaRige Oberflachenbeschichtung durch die Zellmembranen zu erhalten und deren
Denaturierung zu vermeiden, wurden die ATR-Kristalle zuvor mit Cellulose beschichtet.[*1 Wahrend
mit NR eine Anlagerung der Zellmembranen auf die Oberflache des Kristalls beobachtet wurde, waren
jedoch keinerlei charakteristische IR-Absorptionsbanden zu erkennen. Dieser Umstand konnte zu einem
spateren Zeitpunkt bei der Untersuchung von SR-Membranen mit ATR-FTIR-Spektroskopie ohne
komplementare Techniken reproduziert werden. Diese konnten nur auf unbeschichteten ATR-Kristallen
nachgewiesen werden, wahrend sie auf mit Cellulose beschichteten Kristallen keinerlei
Absorptionsbanden zeigten. Der genaue Hintergrund hierfur ist bislang unklar. Da die Cellulose-
Beschichtung mit der verwendeten Methode eine Dicke von etwa 10 nm haben, das evaneszente Feld
im Bereich der CH,-Valenzschwingungsbanden jedoch eine Eindringtiefe von etwa 260 nm aufweist,
konnen die fehlenden Absorptionsbanden nicht anhand der Distanz der Membranen zur Substrat-
Oberflache begriindet werden. Cellulose zeigt zwar ebenso deutliche Absorption in den Bereichen der
fur Zellmembranen typischen Absorptionsbanden, jedoch sind diese nicht stark genug, um eine
komplette Absorption der IR-Strahlung zu begriinden.["?

Zwar war so eine direkte Beobachtung der adsorbierten Zellmembranen mit FTIR-Spektroskopie nicht
maoglich, jedoch zeigten weitere Messungen ein unterschiedliche spektrale Anderungen bei der
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Interaktion gesunder und Malaria-modifizierter Zellmembranen mit Lipase. Bei Verwendung des
Einkanalspektrums vor Zugabe des Enzyms als Hintergrundspektrum wurde bei Proben gesunder Zellen
keine Anderung der IR-Spektren beobachtet, die Gber einen H,0/D,0-Austausch der Flissigphase
hinausgingen. Dahingegen wurde bei Proben aus modifizierten Zellmembranen eine deutlich geringere
Zunahme Absorptionsbanden im Bereich der D,0-Valenzschwingungsbanden im Vergleich zur
Abnahme der H,0- Valenzschwingungsbanden beobachtet, was darauf hinweist, dass diese Anderung
nicht allein aufgrund des H,0/D,0-Austauschs stattfand. Dies wurde als erhdhte Lochrigkeit der Probe
interpretiert, wobei die Fllssigphase in diese eindringen konnte.

Mithilfe kleiner Modifikationen konnte der entwickelte Messaufbau an einem weiteren NR-Instrument
verwendet werden. Dies ermdglicht interessierten Forschenden die Buchung eines alternativen
Instruments zur Nutzung des Aufbaus und damit der komplementdren Messungen. Aufgrund des
eingeschrankten Platzes aufgrund von Bauteilen des Reflektometers ist dies jedoch nur in der
Konfiguration ohne SE mdglich.

4.6. Zusammenfassung und Ausblick zur Entwicklung der
kombinierten Messaufbauten

Ziel des Projektes war es, in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Ederth zwei Messaufbau zu
konstruieren, mit welchen an den Neutronenreflektometern FIGARO und D17 des ILL Proben simultan
mit NR, ATR-FTIR und SE charakterisiert werden kénnen. Als Vorbild galt das Reflektometer Bioref,
welches bereits simultane Messungen mit NR und ATR-FTIR ermdglichte. Im Gegensatz zu diesem
Instrument sollte der neue Aufbau jedoch so gebaut werden, dass er ohne groéf3eren Zeitaufwand vor Ort
auf- und nach den Messungen wieder abgebaut werden konnte. Dies ermdglicht den Transport zwischen
den Laboren am ILL und PCI, wodurch er auch auBerhalb der zeitlich begrenzten NR-Messzeiten
getestet und genutzt werden kann. Aufgabe der Arbeitsgruppe Dahint war es, die notwendigen
Messaufbauten furr die Kombination von NR und ATR-FTIR zu konstruieren und daflir Sorge zu tragen,
dass diese mit dem von der Arbeitsgruppe Ederth konstruierten SE-Aufbau kompatibel waren. Anhand
von Pilotprojekten sollte sowohl die Eignung der Aufbauten als auch die Vorteile der kombinierten
Messungen demonstriert werden.

Anhand eines Prototyps konnten wichtige Erkenntnisse ber die mdglichen MaRe des Aufbaus fiir
FIGARO gewonnen werden. Auf Grundlage dessen wurde ein Aufbau fir simultane Messungen von
NR und ATR-FTIR gefertigt. Aufgrund der modularen Bauweise war der Aufbau am Reflektometer vor
Ort unkompliziert und schnell, und erfillt somit das Projekiziel eines mobilen Systems. Anhand der in
Abschnitt 4.3.1 beschriebenen Pilotexperimente, in denen der Einfluss von MgCl,und AuNP auf Lipid-
Oligobilagensysteme untersucht wurde, konnte gezeigt werden, dass die Messmethoden
tbereinstimmende Ergebnisse bei Experimenten an weicher Materie liefern. Um die verfilighare Zeit
optimal zu nutzen, wurden mehrere Proben parallel prépariert und vermessen, wodurch Wartezeiten bis
zur Einstellung eines strukturellen Gleichgewichts minimiert werden sollten. Da die Probenwechsel
auch mit kleinen Anderungen im Strahlengang einhergingen, entstanden jedoch periodische Stérsignale
in den erhaltenen Spektren, die zu Abweichungen in den erhaltenen Bandenintensitaten fiihren kdnnen.
Weiter erwiesen sich die Probenwechsel anfangs als zeitaufwéndig, weshalb im Anschluss an die
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Pilotexperimente entsprechende Modifikationen am Aufbau vorgenommen wurden. Inshesondere
wurden Teile der flr die IR-Strahlflihrung verwendeten Tuben gegen Teleskop-Konstruktionen ersetzt
und die Kuhlwasserversorgung der Probenzellen mit Schnellverbindern tber einen Verteiler geregelt.
Weiter wurde die Strahlfiihrung durch den Austausch und die Modifikation von Bauteilen stabilisiert,
was fir eine bessere Reproduzierbarkeit der Probenposition sorgt. Um den von der Arbeitsgruppe Ederth
konstruierten SE-Aufbau zu implementieren, wurde auBerdem der Abstand des Strahlengangs zur
Grundplatte des Gesamtsystems vergroRert. Somit konnte in weiteren Pilotexperimenten die
Mdglichkeit der simultanen Probencharakterisierung anhand der drei eingangs genannten
Messmethoden demonstriert werden. Hierflir wurde in zeitaufgelosten Messungen die AblGsung eines
DMPC-Oligobilagensystems durch AuNP untersucht. Die jeweiligen Erkenntnisse waren im Einklang
miteinander, mit  Ausnahme der  Ergebnisse von  SE-Messungen  oberhalb  der
Phasentbergangstemperatur. Bei dieser Messung wurde ein schneller vollstandiger Verlust des
praparierten Lipidfilms beobachtet, was den Ubrigen Messmethoden widersprach und wahrscheinlich
auf die sehr Kkleinen Unterschiede der Brechungsindizes zwischen Film und Flissigphase
zurlickzufiihren war. Insgesamt konnte jedoch gezeigt werden, dass die Methoden sowohl vergleichbare
Ergebnisse liefern als auch untereinander die fir die Auswertung nétigen Annahmen stiitzen. Das Ziel
eines mobilen Messaufbaus fir das Reflektometer FIGARO mit horizontaler Probengeometrie war
somit erreicht.

Fur die Planung des kombinierten Aufbaus in vertikaler Probengeometrie an D17 lagen die Malle des
SE-Aufbaus bereits vor, wodurch dieser in den ersten Planen mit einbezogen werden konnte. Aufgrund
des eingeschréankten Platzangebots am Reflektometer wurde fiir die IR-Strahlfiihrung ein mehrstdckiges
System konstruiert, wobei das Spektrometer unter- und der Detektor oberhalb der Probe platziert wurde.
Ein neuer Probenhalter wurde konstruiert, in dem die fir den Aufbau fir FIGARO verwendete
Hebebiihne vertikal eingebaut wurde. In ersten Tests des Gesamtsystems stellte sich dies als Problem
heraus, da sie aufgrund des Gewichts des Ellipsometers ein zu hohes Drehmoment erfuhr und so instabil
wurde. Aufgrund der sehr guten Reproduzierbarkeit der Probenposition durch den tbrigen Probenhalter
sowie der Mdglichkeit, die IR-Strahlfiihrung frei auf dem Aufbau zu platzieren, wurde die Hebebiihne
fur nachfolgende Anwendungen durch einen Aluminiumblock ersetzt. Der so modifizierte Aufbau
wurde dann in weiteren Pilotexperimenten getestet, in denen der Einfluss von AuNP auf
Membranproteine nachgewiesen werden sollte. Wahrend das gewahlte periphere Protein nicht
ausreichend auf den préparierten Lipid-Oligobilagen adsorbierte, um nachgewiesen zu werden, konnten
die Amid-I-Absorptionsbanden eines integralen Proteins mit ATR-FTIR nachgewiesen werden. Diese
zeigten jedoch auch deutliche H.O-Rotationsbanden, was darauf hinweist, dass die Spulung der IR-
Strahlfihrung nicht ausreichend ist. Auch NR zeigte die zu erwarteten Effekte des Proteins auf die
Struktur der Bilagen, welche eine groRere Rauigkeit, sowie Kkleinere Dicken der Kopf- und
Kettenschichten aufwiesen. SE konnte dabei eingesetzt werden, um die mit NR bestimmte Probendicke
unter Pufferlosung zu bestatigen. Bei Anderungen der Fliissigkeitsphase zeigten sich jedoch erhebliche
Probleme bei der Simulation der gemessenen ellipsometrischen Winkel, weshalb wenig belastbare
Ergebnisse fir die Probendicken erhalten wurden.

Die zu Beginn gestellten Ziele, je einen mobilen Messaufbau fur FIGARO und D17 zu konstruieren,
mit denen NR, ATR-FTIR und SE als komplementére Messmethoden genutzt werden kdnnen, wurden
erreicht. Die Vorteile der simultanen Messungen konnte anhand mehrerer Pilotexperimente demonstriert

85



4. Entwicklung eines kombinierten Messaufbaus fiir Neutronenreflektometrie, ATR-FTIR-
Spektroskopie und spektrale Ellipsometrie

werden. Die so erhaltenen Ergebnisse sind nicht nur groRtenteils tbereinstimmend, sondern erlauben
auch zuverlassigere Annahmen fiur die Auswertung der einzelnen Methoden. So kann zum Beispiel
durch die Lage von CH,-Valenzschwingungsbanden in ATR-FTIR die Phase untersuchter Lipide
bestimmt werden, was wiederum nutzlich fur eine verlassliche Auswertung der NR-Daten ist.

Nichtsdestoweniger besteht fir die Aufbauten noch Verbesserungspotential, insbesondere im Hinblick
auf die Konstruktion der IR-Strahlfiihrungen. Gerade fur die detaillierte Charakterisierung von
Proteinen ist Spilung des Strahlengangs mit Trockengas noch unzureichend. Zwar stand fiir spétere
Messungen eine an den Reflektometern fest installierte Stickstoff-Leitung zur Verfligung, wie aus den
Pilotexperimenten hervorging sind in den erhaltenen Absorptionsspektren im Bereich der Amid-I-
Banden jedoch noch deutliche H.O-Rotationsbanden zu erkennen, die eine Analyse der Proteinstruktur
anhand der Absorptionsbande verhindern. Dies ist insbesondere bei Benutzung des D17-Aufbaus zu
beobachten und wahrscheinlich auf den deutlich langeren Strahlengang zurtickzufiihren (far
entsprechende Spektren, welche mithilfe des D17-Aufbaus entstanden, sei auf Kapitel 6 verwiesen). Um
die Spllung der Strahlfihrung zu verbessern, kamen bereits Delrinkappen fur die kinematischen
Spiegelhalter zum Einsatz, welche von der feinmechanischen Werkstatt des PCI gefertigt waren und in
Abbildung 4.15 C zu sehen sind. Die Luftfeuchtigkeit innerhalb des Strahlengangs kann weiter reduziert
werden, indem das zu spilende Volumen verkleinert wird. Hierfur konnte entweder der Strahlengang
gekirzt oder dessen Durchmesser reduziert werden. Ersteres lieBe sich realisieren, indem das
Spektrometer so hoch wie méglich gesetzt und damit einige Tuben entfernt wiirden. Dabei muss Sorge
getragen werden, dass es bei den Experimenten nicht zu Kollisionen mit dem Neutronendetektor oder
-leiter kommt, weshalb solche Modifikationen am besten vor Ort zu machen wéren. Um das interne
Volumen zu reduzieren, konnten diinnere Tuben oder Einsatze verwendet werden, wie sie auch als
Ersatz fur eine Lochblende im FIGARO-System verbaut wurden. Durch die Lange des Strahlengangs
ist dies jedoch schwierig, weshalb der Einsatz diinnerer Tuben sinnvoller erscheint. In beiden Féllen
muss jedoch besondere Vorsicht gelten, um ungewollte Reflexionen an den sich nun deutlich nédher am
Strahl befindlichen Wéanden zu vermeiden, da dies das erhaltene Absorptionsspektrum beeintréchtigen
kann. Auch der Strahlengang des FIGARO-Systems kdnnte gekdirzt werden, um dessen Trocknung zu
verbessern. Da die Grundplatte der Strahlfiihrung unter Berlicksichtigung des in Abschnitt 4.2.1
beschriebenen Systems zur Reduktion des Strahldurchmessers gefertigt wurde, wird der IR-Strahl im
aktuellen Aufbau um den ATR-Kristall herum zu dessen Rickseite geleitet und muss nach
Durchschreiten wieder um den Kristall herum zum Detektor geleitet werden (siehe Abbildung 4.1).
Dieser Weg kann gekiirzt werden, indem die erste Reflexion des IR-Strahls direkt nach dem Austritt aus
dem Spektrometer stattfindet und dieser somit zur Vorderseite des Kristalls geleitet wirde. Hierzu sind
jedoch groRRere Modifikationen an der Halterung der Strahlfiihrung nétig, auf die aufgrund der guten
Ergebnisse in den Laboren des PCI bisher verzichtet wurde. Da neben der Strahlfuhrung auch
Spektrometer- und Detektorraum getrocknet werden mussen, welche beide nicht zu reduzieren sind,
sollte weiter dafiir Sorge getragen werden, dass diese vor Verwendung bereits fur einen langeren
Zeitraum gespult wurden. Aufgrund der mobilen Natur des Aufbaus und der begrenzten Messzeiten
musste hierflir das Spektrometer entweder per Spedition an das ILL geliefert werden, oder die Anreise
mehrere Tage vor Beginn der Messzeit stattfinden und die Spulung bis zu den Messungen nicht
unterbrochen werden.
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Ein weiteres Problem besteht in den periodischen Storsignalen, welche beim Probenwechsel auftreten
konnen. Diese entstehen durch Interferenz des IR-Strahls bei Reflexion am ATR-Kristall oder den
Fenstern des Spektrometers und Detektors und werden Etalons genannt. Wird der Strahlengang
zwischen Hintergrund- und Probespektrum geandert, so sind die Etalons in den erhaltenen
Absorptionsspektren zu sehen und konnen zu Fehlern in deren Auswertung flhren. Zumindest
Interferenzen, welche an den Fenstern des ATR-KTristalls entstehen, kénnten moglicherweise durch eine
Fokussierung des IR-Strahls vermieden werden, da die reflektierten Strahlen so dispergieren wirden.
Hierzu mussten die in Abschnitt 4.2.1 beschriebenen Umsténde berlicksichtigt und die Strahlfiihrung
entsprechend angepasst werden. Insbesondere wenn Parabolspiegel mit ungewohnlichen Brennweiten
benotigt wirden, ware diese Modifikation mit erheblichen Kosten verbunden. Solange die Etalons nicht
vermieden werden konnen, sollte auf einen Probenwechsel zwischen den Messungen nach Moglichkeit
verzichtet werden. Somit wére der Aufbau insbesondere fir Aufnahme von kinetischen Prozessen
geeignet und weniger fur Systeme, welche im strukturellen Gleichgewichtszustand vermessen werden
sollen.
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Die industrielle Herstellung von Metall- und Metalloxid-NPs ist ein weltweit wachsender Markt,
welcher Produkte flr verschiedenste Branchen entwickelt. Die aulRergewdhnliche Bandbreite an
Modifikationsmdglichkeiten ermdglicht es, NPs zu produzieren, welche speziell fur den gewinschten
Anwendungsbereich angepasst sind. Silber-NPs zeigen zum Beispiel antimikrobielle Eigenschaften, 7%
1741 weswegen sie fir entsprechende Beschichtungen von Polymeren Anwendung finden, wohingegen
Titanoxid-NPs aufgrund starker Lichtbrechung fur hochwertige Wandfarbe als auch fir Sonnencremes
verwendet werden.'1 An der Partikeloberflache adsorbierte Liganden modifizieren die inharenten
Eigenschaften der Partikel weiter und erschlieRen somit zusétzliche Anwendungsgebiete.[X”>! AuUNPs
zeigen eine starke Affinitat zu Thiolen, weswegen sie besonders einfach zu funktionalisieren sind und
ihre Interaktion mit schwefelhaltigen Aminosduren stark ist. Sie werden deshalb als mogliche Tumor-
Marker oder Trager von medizinischen Wirkstoffen untersucht.i°! Dariiber hinaus spielt auch die GréRe
von NPs fur ihre chemischen und physikalischen Eigenschaften sowie ihre Interaktionen mit
biologischen Zellen eine entscheidende Rolle. Kleinere Partikel haben ein groReres Verhéltnis von
Oberflache zu Volumen, weswegen sie in Relation mehr Liganden tragen als grof3ere Partikel und somit
ihre Interaktion mit Zellen verstarkt wird. Auch durch die Form der NPs kénnen deren Eigenschaften,
wie zum Beispiel die Zellinkorporation und Zytotoxizitét beeinflusst werden.7)

Die groRe Verbreitung von Nanomaterialien birgt jedoch auch potenzielle Risiken fir Mensch und
Umwelt. Partikel, welche antibakterielle und antimikrobielle Eigenschaften haben, kénnen neben den
gewlinschten Zielen auch fiir andere Zellen schadigend sein, zum Beispiel durch oxidativen Stress. Auch
die direkte Interaktion mit Biomolekulen birgt grofie Risiken. Die bereits erwahnte Affinitat von AuNPs
zu schwefelhaltigen Aminoséuren kann zum Beispiel eine Bindung an diese in wichtigen Proteinen zur
Folge haben. Das Protein kann somit in seiner Sekundarstruktur gestdrt werden und verliert seine
Funktion.['"81 NPs in Feinstaub konnten in Zusammenhang mit einem erhéhten Lungenkrebs-Risiko
gebracht werden.**! Aufgrund der durch COVID-19 ausgeldsten weltweiten Pandemie stieg auRerdem
der Bedarf an Einweg-Atemschutzmasken seit Ende des Jahres 2019 stark an. In deren Abbauprodukten
konnten unter anderem Mikro- und Nanopartikel von Schwermetallen festgestellt werden, welche zu
einer erheblichen lang andauernden Umweltbelastung fiihren kénnen.[""1

Somit ist die Interaktion von NPs mit Biomolekiilen und Zellen Gegenstand aktueller Forschung. In vivo
Studien konnen die Inkorporation und Akkumulation von NPs in Zellen verschiedener
Organe.[> 1781 Splche Untersuchungen finden jedoch tblicherweise in Systemen statt, welche fiir lange
Zeit equilibrieren konnten, weshalb die direkte Beobachtung der Interaktionsmechanismen mit
Zellmembranen oft nicht zu erkennen sind. In vitro Studien sind zwar gut zur Beobachtung direkter
Interaktionen geeignet, lassen sich jedoch oft nur schwer auf biologische Begebenheiten (bertragen.
Somit sind die zugrundeliegenden Mechanismen der Interaktion von NPs und Zellmembranen aktuell
noch unzureichend verstanden.

Fir die vorliegende Arbeit sollte daher die Interaktion von biomimetischen Membranen mit AuNPs
untersucht werden. Hierfiir stand der in Kapitel 4 beschriebene Versuchsaufbau zur Verfligung, welche
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NR, ATR-FTIR-Spektroskopie und SE kombiniert. Diese Messungen wurden an den Instrumenten
FIGARO und D17 des ILL in Grenoble durchgefihrt. Der fir FIGARO genutzte Aufbau wurde
aullerdem in den Laboren der Arbeitsgruppe Dahint in Heidelberg zur Untersuchung von Proben mit
ATR-IR ohne komplementére Messtechniken verwendet. Zusatzlich fanden Messungen mit NR ohne
komplementare Messtechniken am Instrument D6 des HZB in Berlin statt. Weitere Untersuchungen
wurden mit XRR am KIT in Karlsruhe durchgefthrt.

Die Synthese der AuNP ist im Abschnitt 3.3.2 beschrieben. Modellsysteme wurden aus den Lipiden
DMPC, 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerin  (DMPG) und Chol hergestellt. Die
Préparationsmethode ist im Abschnitt 3.4.2 beschrieben. DMPC ist ein zwitterionisches Lipid, welches
sich von 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC), ein Phospholipid, welches in den
Membranen von Saugetierzellen weit verbreitet ist, nur in der Lange der Fettsduren um zwei CH,-
Gruppen unterscheidet. Durch die verkirzte Kettenlange ist die Phaseniibergangstemperatur von DMPC
deutlich reduziert, was vorteilhaft fir Experimente ist, welche sowohl ober- und unterhalb dieser
stattfinden sollen.l*”®! Ein starkes Ausgasen der umgebenden Flissigkeit bei hohen Temperaturen kann
somit vermieden werden, was einen Verlust der Signalintensitidt in SE zur Folge hatte oder den
untersuchten Lipid-Film zerstren kénnte.

5.1. Vorcharakterisierungen trockener Lipid-Oligobilagen
mit SE, ATR-IR-Spektroskopie und XRR

Die Auswertung von Reflektometrie an weicher Materie ist kein triviales Unterfangen. Da sich die
erhaltenen Profile oft sehr dhneln, ist eine Vorkenntnis des Probenaufbaus fiir eine sinnvolle
Modellierung besonders hilfreich. Hierfir kann zum Beispiel mit Ellipsometriel? oder
spektroskopischen Methoden™ die Dicke der Beschichtungen bestimmt werden. Die Topografie der
Probe kann mit Rasterkraftmikroskopiel®! untersucht werden, was Hinweise auf Parameter wie die
Rauigkeit der einzelnen Schichten liefert. Die Masse der aufgetragenen Lipide kann tber Quarzkristall-
Mikrowaagen!® bestimmt werden.

5.2. Einfluss der DMPC-Konzentration auf die
Probendicke von Oligobilagen-Proben bei
Rotationsbeschichtung

Die bei der Beschichtung von Si-Substraten mit verschiedenen DMPC-Konzentrationen erhaltene
Probendicke wurde mithilfe von Ellipsometrie untersucht. Es wurden ATR-Silizium-Kristalle nach dem
in Abschnitt 3.4.1 beschriebenen RCA-Protokoll gereinigt und anschlieBend mit einer Lésung von
DMPC in Chloroform beschichtet. Um Fehler, welche beim getrennten Ansetzen einzelner Lsungen
entstehen kdnnen zu minimieren, wurde eine Stammlésung mit hoher Konzentration angesetzt und diese
anschlielend auf die gewiinschten Konzentrationen verdiinnt. Die Charakterisierung der so erhaltenen
Proben erfolgte mithilfe des in Abschnitt 3.6 beschriebenen Ellipsometers M-44. Die erhaltenen
Probendicken sind in Abbildung 5.1 A dargestellt. In ersten Experimenten wurde die Trocknung der
Probe durch Lagerung im Vakuum erzielt. Eine vierte Probe mit der Konzentration von 1 mg/ml wurde

90



5. Untersuchung der Interaktion von kationischen Gold-Nanopartikeln mit Lipid-Bilagen

nicht aufgetragen, da keine verlassliche Anpassung der ellipsometrischen Winkel der Messung erzielt
werden konnte. In einer Wiederholungsmessreihe wurde deshalb 2 mg/ml als kleinste Konzentration
gewdhlt. Hier erfolgte die Trocknung uber eine Lagerung bei 60 °C fur 30 min. Vor der Messung
wurden die Proben etwa eine halbe Stunde bei Raumtemperatur abkihlen gelassen. In beiden
Messreihen konnte eine Zunahme der Probendicke mit der Konzentration der verwendeten Lipid-
Lésung beobachtet werden. Anpassungen mit Ursprungsgeraden zeigten R? > 99,8%, was fiir einen
linearen Zusammenhang spricht. Auffallig ist vor allem die groBere Steigung der ersten Messreihe
gegentber der der zweiten Messreihe.

Eine mogliche Erklarung fur die Beobachtung ist die in Abschnitt 2.4.2 beschriebene strukturelle
Anderung der Probe bei der Hitzetrocknung. Ein Ausheilen der inneren Lipidbilagen wiirde mit einem
Materialverlust in den &ufReren Bilagen einher gehen, was sich in einer Abnahme der Probendicke
bemerkbar machen wirde. Die bei gleicher Praparation waren somit bei Hitzetrocknung insgesamt
dinnere Proben als bei Vakuumtrocknung zu erwarten. Auch die Cauchy-Parameter lassen die
Vermutung einer strukturellen Inhomogenitat der nicht-getrockneten und vakuumgetrockneten Proben
aufkommen, wahrend die Ergebnisse der hitzegetrockneten Probe aufgrund der wesentlich kleineren
Fehlerbalken eine verbesserte Homogenitat vermuten lassen (siehe Abbildung 5.1 B). Zusatzlich liegen
die erhaltenen Cauchy-Parameter fir die hitzegetrockneten Proben bei verschiedenen Dicken wesentlich
néher beieinander, als es bei den vakuumgetrockneten Proben der Fall ist. Eine Probentrocknung mit
Hitze scheint somit zu besser reproduzierbaren Lipid-Strukturen zu fiihren. Da die beiden Messreihen
an unterschiedlichen Zeitpunkten der Forschungsarbeit stattfanden und nicht wiederholt wurden, kann
jedoch nicht garantiert werden, dass es sich hierbei nicht um rein zuféllige Beobachtungen handelt. Die
praparativen Unterschiede konnten die tatséchlichen Einflisse der Trocknungsmethoden auch
tberlagern, weshalb eine Entscheidung zusétzlicher Informationen durch komplementére
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Abbildung 5.1: Einfluss der bei Rotationsbeschichtung gewahlten DMPC-Konzentration und der
Trocknungsmethode auf die Probendicke von DMPC-Oligobilagen, untersucht mit SE. A Die Dicke
d nimmt mit der Konzentration des Lipids in der Beschichtungslésung zu. Die Bilagenzahl wurde
unter Annahme einer Bilagendicke von 5,6 nm berechnet.®*! Die linearen Anpassungen (graue und
hellrote Linie) mit R? > 99,8% sprechen fiir eine gute Korrelation. B Cauchy-Parameter der
zugehdrigen Anpassungen.
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Untersuchungsmethoden bedarf. Hierzu wurden die Proben auch mit ATR-IR-Spektroskopie
untersucht, wie in Abschnitt 5.2.1 nachzulesen ist.

Da die Dicke einer DMPC-Bilage dpypc in der Fachliteratur gut dokumentiert ist, kann aus den
erhaltenen Probendicken auf die Zahl der Bilagen N geschlossen werden.4 Hierbei wurde beobachtet,
dass bei allen hier beschriebenen Proben die Gesamtdicke dg., deutlich naher an
dges = (N + 0,5) - dpumpc, als an einem ganzzahligen Vielfachen liegt. Dies weist darauf hin, dass bei
der Rotationsbeschichtung eine Lipid-Monolage auf der Probenoberflache zurlickblieb.

Die lineare Anpassung der Schichtdicken hétte weiter verbessert werden koénnen, indem der
Ordinatenabschnitt mit angepasst worden wére. Die hierflr erhaltene Werte zeigten jedoch deutliche
Abweichungen vom Ursprung des Koordinatensystems in der GréRenordnung einer Bilage. Da die
einzelnen Proben auf unterschiedlichen Substraten aufgebracht waren, sind etwaige Rickstande
vormaliger Beschichtungen auf den Oberflachen als Fehlerquelle auszuschlieRen. Es wére denkbar, dass
es sich bei dieser Beobachtung um ein systematisches Problem bei der Auswertung der
ellipsometrischen Winkel handelt, beispielsweise durch eine unzureichende Beschreibung der Probe
durch das verwendete Modell. Wahrscheinlich handelt es sich hier jedoch aufgrund der geringen Zahl
von Datenpunkten um eine statistische Schwankung der erhaltenen Datenpunkte. Aus diesem Grund
wurde auf die Verwendung des zusatzlichen Parameters verzichtet, und der Ordinatenabschnitt gleich
Null gesetzt.

5.2.1. Einfluss der Probendicke auf die Intensitat der Methylen-
Valenzschwingungsbande in ATR-IR-Spektroskopie

Die aufgrund der unterschiedlichen Konzentration bei der Rotationsbeschichtung resultierende
Probedicke wirkt sich auf die zu beobachtete Intensititen der mit der Probe assoziierten
Schwingungsbanden aus. Probenmolekiile interagieren wahrend der Messung mit dem durch Reflexion
an der Grenzflache zwischen Substrat und Probe entstehenden evaneszenten Feld. Solange die
Eindringtiefe d,, groB verglichen zur Probendicke ist, resultiert eine verringerte Probendicke in einer
Abnahme der Bandenintensitat. Aufgrund des exponentiellen Abfalls der Intensitat des evaneszenten
Feldes mit dem Abstand z zur Grenzflache ist jedoch kein linearer Zusammenhang zu erwarten, da
aulere Teile der Probe weniger stark mit dem evaneszenten Feld interagieren als solche, die nahe der
Grenzflache sind. Die Intensitdt der Absorptionsbanden ist neben der Einfallswinkel-abhangigen
Eindringtiefe zusatzlich von Faktoren wie der Probenausleuchtung und der elektrischen Feldstéarke des
einfallenden Strahls abhangig. Diese sind in der Regel nicht exakt bekannt, weshalb eine exakte
Bestimmung der Probendicke anhand der IR-Bandenintensitat nur bedingt moglich ist.
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Abbildung 5.2: Demonstration der Basislinienkorrektur anhand der vakuumgetrockneten Probe nach
Rotationsbeschichtung mit 7 mg/ml DMPC. Das Spektrum wird durch die starke Absorption der
Silizium-Banden unter 1500 cm ™! dominiert. AuRerdem fallt das Spektrum nicht auf eine Absorption
von Null ab, was die Auswertung der Schwingungsbanden erschwert. Dies kann mithilfe der
Basislinienkorrektur behoben werden.

Die Absorption der CH,-Valenzschwingungsbanden der im vorigen Abschnitt beschriebenen Proben
wurden mithilfe des in Abschnitt 4.3 beschriebenen Aufbaus bestimmt. Obwohl die hier gezeigten
Messungen im trockenen Zustand durchgefuhrt wurden, wurden die verwendeten ATR-Kristalle dabei
in Flussigkeitszellen eingebaut, da somit eine gute Reproduzierbarkeit der Probenposition ermdglicht
wurde. Anhand einiger Proben wurde anschlieBend die Stabilitat der Proben in wassriger Umgebung
untersucht, indem die Flissigkeitszelle mithilfe einer Peristaltikpumpe mit D,0 beflllt wurde. Das
Einkanalspektrum eines Gold-bedampften Si-Wafers mit einer perdeuterierten Octadecanthiol-SAM
wurde dabei als Hintergrund verwendet. Durch das Aufbringen von Thiolen kénnen Gold-Oberflachen
effektiv passiviert werden, wobei die Perdeuterierung den Vorteil bietet, dass Absorptionsbanden der
Alkyl-Kette nicht mit denen der CH,-Valenzschwingungen der Proben uiberlagern.©" 181
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Abbildung 5.3: Intensitat der asymmetrischen CHa-Streckschwingungsbande in Abhangigkeit der
mithilfe von SE bestimmten Probendicke. Es wurde ein in guter Naherung linearer Anstieg der
Bandenintensitat mit Zunahme der Probendicke beobachtet.

Um die Bandenintensitaten der Probe zu bestimmen, wurde eine Basislinienkorrektur vorgenommen.
Hierfir wurden fiir die gemessenen Spektren mithilfe eines in LabVIEW selbst geschriebenen
Programmes polynomielle Basislinien der Spektren generiert und von diesen abgezogen. Die Vorteile
des Programmes gegeniber der Basislinienkorrektur in OriginPro bestand darin, dass der Einfluss der
flr die polynomielle Anpassung gewdéhlten Ankerpunkte auf alle Spektren direkt beobachtet werden
konnte. Somit konnten Fehler, die auf ungiinstig gesetzten Ankerpunkten basierten, vermieden werden.
Eine beispielhafte Basislinienkorrektur ist in Abbildung 5.2 zu sehen. AnschlieBend wurde die
Bandenintensitat mit Lorentz-Funktionen in Fityk bestimmt. Es wurden sowohl die asymmetrische CH-
Streckschwingungsbande v,gym = 2919 cm™ als auch die symmetrische vy, = 2850 cm™*
angepasst, wobei aufgrund der besseren Anpassung die nachfolgende Auswertung anhand vy,
erfolgte. Als Bandenintensitdat wurde die Flache unter der so angepassten Kurve verwendet. Die
erhaltenen Bandenintensitdten wurden in Abbildung 5.3 gegen die mithilfe von SE bestimmten
Probendicken aufgetragen. Hierbei wurde ein in guter Naherung linearer Anstieg der Bandenintensitat
mit Zunahme der Probendicke beobachtet. Dies widerspricht dem zu erwarteten Verhalten, da aufgrund
der Charakteristik des evaneszenten Feldes davon auszugehen ist, dass mit zunehmender Probendicke
eine geringere Zunahme der Bandenintensitit beobachtet wird. Die Eindringtiefe des evaneszenten
Feldes betragt jedoch bei der Lage von vy, nach Gleichung (2.25) d,, = 243 nm, weshalb die
Abweichung vom linearen Verhalten noch relativ gering ist. Weiter kann aufgrund der unterschiedlichen
Justage der Proben nicht gewahrleistet werden, dass diese bei allen Messungen gleich war. Bereits eine
Abweichung des Einfallswinkels um 2° bewirkt eine Abweichung der Eindringtiefe von 10 nm. Somit
ist der Widerspruch zum theoretischen Verlauf als nicht signifikant anzusehen. Weiter fallt auf, dass die
Proben, welche mit einer DMPC-Ldsung von 7 mg/ml beschichtet und mit unterschiedlichen Verfahren
getrocknet wurden, auch eine unterschiedliche Bandenintensitét zeigen, die sich in den linearen Verlauf
einordnet. Somit kann die abweichende Probendicke nicht allein aufgrund von strukturellen Anderungen
hervorgerufen werden. Da hierbei angenommen wird, dass durch das Erhitzen der Probe innere
Fehlstellen ausheilen, wobei Lipide &ulerer Lagen verwendet werden, wiirde dies mit einer Zunahme

der Bandenintensitét einher gehen (da diese Lipide somit ndher an der Grenzflache lagen und so starker
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zu Absorption der Probe beitriigen). Es ist daher wahrscheinlich, dass die beobachteten Unterschiede
der Proben primér auf Unterschiede bei der Probenpréparation zurtickzufiihren sind, beziehungsweise
diese einen deutlich stirkeren Einfluss auf die erhaltenen Ergebnisse haben als strukturelle Anderungen.

5.2.2. Einfluss von Cholesterol auf die Struktur von DMPC-
Oligobilagen

Neben der Konzentration der fur die Rotationsbeschichtung verwendeten Lésung kann auch ihre
Zusammensetzung einen Einfluss auf die erhaltene Probendicke haben. Um diese Effekte zu
untersuchen, wurden Proben von DMPC mit zwei Chol-Gehalten angesetzt und wie in Abschnitt 3.4.2
beschrieben auf gereinigte Si-Wafer per Rotationsbeschichtung aufgebracht. Hierbei wurde die
Konzentration jeweils so gewahlt, dass sie der Stoffmengenkonzentration einer 5 mg/ml Losung reinen
DMPCs entsprach.

Mithilfe von SE wurde der Einfluss der Zusammensetzung auf die Gesamtdicke der Beschichtung
bestimmt. Hierflr wurde jeweils eine Probe mit 20% und 30% Chol-Gehalt prapariert und mit den oben
beschriebenen Ergebnissen reiner DMPC-Oligobilagen aus &quivalenter Préparation verglichen.
Zusétzlich wurde eine weitere Probe mit 10% Gramicidingehalt untersucht, wie sie auch fiir die in
Kapitel 6 beschriebenen Untersuchungen verwendet wurden. Der Lipid-Anteil war hier eine 4:1-
Mischung aus DMPC und Chol und somit &quivalent zur untersuchten Probe mit 20% Chol-Gehalt. Die
Proben wurden zundchst wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben vakuumgetrocknet und nach der
Bestimmung der Schichtdicke mit SE zusétzlich hitzegetrocknet und erneut vermessen. Hiermit sollte
die vorherige Beobachtung einer verringerten Probendicke durch Ausheilen tieferliegender Bilagen

Tabelle 5.1: Verwendetes Modell zur Anpassung der XRR-Messungen von DMPC-Oligobilagen unter
Luft. Eingetragene Zahlenwerte wurden der Literatur enthommen und bei Modellierung der XRR-
Profile festgelegt, alle anderen Parameter wurden variiert. Gleichbenannte Parameter waren dabei
verknipft, sodass diese in allen &quivalenten Schichten identisch waren. Die Rauigkeit aller
Grenzflachen wurde als identisch angenommen und angepasst, jedoch zugunsten der
Ubersichtlichkeit nicht eingetragen.

Wiederhol a[4] SLD
iederholungen ]
g [1070A~2]
Luft — - 0
Kettengruppen ) diette/2 PKette
Kopfgruppen dkopf PKopf
Kopfgruppen dkopf Pkopf
Kettengruppen N dkette Pkette
Kopfgruppen dkops Pkopf
Siliziumoxid 1 15082 18,1040
Silizium 1 — 19,8141
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Uberprift werden. Die erhaltenen Probendicken sind in Abbildung 5.4 dargestellt. Es war bei allen
Proben eine geringere Dicke nach der Hitzetrocknung zu beobachten, was die obenstehende
Interpretation stutzt. Die Unterschiede waren bei zunehmendem Chol-Gehalt geringer, was auf einen
verringerten Anteil von Fehlstellen in tieferliegenden Bilagen hindeuten kdnnte. Interessant ist auch,
dass flr die hitzegetrockneten Proben ein linearer Anstieg der Gesamtdicke bei Erhéhung des Chol-
Gehalts festgestellt werden konnte, wahrend diese bei Vakuumtrocknung keinen monotonen Verlauf
zeigten. Auch hier kénnte ein Ausheilen der Bilagen als Ursache angesehen werden, jedoch kénnen
auch andere Effekte die beobachteten Anderungen erklaren. Die Einlagerung von Chol geht mit
strukturellen Anderungen der Kopf- und Kettengruppen einher, die zu einer Erhéhung der Bilagendicke
fuhren.® Auch kann die Hygroskopie der Probe durch die Einlagerung des hydrophoben Sterols
beeinflusst werden, was maoglicherweise zu einer Abnahme der Probendicke fiihrt.[83-184 Die Effekte
sind somit gegenlaufig und kdnnten das beobachtete Verhalten bei Betrachtung der vakuumgetrockneten
Proben erklaren. Es ist aulerdem vorstellbar, dass die Kopfgruppen durch Hitzetrocknung effektiver
dehydratisiert wurden und somit diese eine untergeordnete Rolle bei der Betrachtung der Probendicken
spielten. Eine sichere Interpretation der Beobachtungen war allein mit Ellipsometrie jedoch nicht
maoglich, da der interne Aufbau der Probe mit dieser Methode nicht bestimmt werden kann. Dieser kann
jedoch mithilfe von XRR untersucht werden.

Zur Untersuchung der inneren Struktur von Oligobilagen unterschiedlicher Zusammensetzung wurden
Messungen mithilfe von XRR am KIT durchgefiihrt. Die Probenpraparation erfolgte analog zu den
Untersuchungen mit SE. Alle Proben wurden vakuumgetrocknet und bis zum Zeitpunkt der
Untersuchungen unter Stickstoffatmosphare gelagert. Auf eine Untersuchung hitzegetrockneter Proben
wurde verzichtet. Die Messungen erfolgten in temperierbaren Probenkammern, welche mithilfe von
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Abbildung 5.4: Ellipsometrische Bestimmung der Probendicke bei der Beschichtung mit 5 mg/ml
Lipid-L6sungen unterschiedlicher Zusammensetzung. Dicken reiner DMPC-Oligobilagen wurden
aus den in Abbildung 5.1 dargestellten Ergebnissen Ubernommen, wobei dies im Falle der
Vakuumtrocknung aufgrund fehlender Messdaten anhand der Ausgleichsgerade berechnet wurde.
Durch Hitzetrocknung ist eine Abnahme der Probendicke zu beobachten. Der Effekt wird durch
Einlagerung von Chol und GramD verringert, was fir weniger Fehlstellen in den tieferliegenden
Bilagen spricht.
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Peltier-Elementen konstant auf 20 °C eingestellt waren (siehe Abbildung 3.5). Es wurden die
Reflexionsprofile im 6/26-Modus bei Probenwinkeln von 6 = (0 — 2,5)° aufgenommen, was
Streuvektoren im Bereich von Q = (0 — 0,387) A~* entsprach. Fiir jede Probe wurden zugunsten einer
guten Statistik finf Einzelmessungen gemittelt. Die Prozessierung der Rohdaten erfolgte mit einem von
Andreas Stocklin entwickelten Skript zur Korrektur der Ausleuchtung der Probenoberflache bei
variierten Probenwinkeln in OriginPro. Das zur Anpassung der so erhaltenen Reflexionsprofile
verwendete Modell ist in Tabelle 2.1 beschrieben. Die Unterseite des Modells bildet das Si-Substrat mit
der nativen Siliziumoxid-Schicht, deren Dicke typischerweise im Bereich von 10 — 20 A liegt.[19]
Messungen an unbeschichteten Si-Wafern bestétigten die erwartete Schichtdicke und lagen
typischerweise zwischen 13 A und 16 A. Da die Einflusse auf die erhaltenen Reflexionsprofile in diesem
Bereich als vernachlassigbar eingeschatzt werden konnen, wurde die Dicke anschlieRend auf 15 A
fixiert. Auf der Oxid-Schicht sind (N + 0,5) DMPC-Bilagen adsorbiert, die sich in Ketten- und
Kopfgruppen unterteilen, welche in allen Bilagen als identisch angenommen werden. Die Parameter der
Komponenten sind in der Literatur zu finden (vergleiche Tabelle 3.2). Bei gemischten Filmen miissen
die SLDs der einzelnen Komponenten nach ihren jeweiligen Anteilen x; in den Schichten berechnet
werden. Wird angenommen, dass es sich um ideale Mischungen handelt und Chol vollstandig in den
Kettengruppen lokalisiert ist, kann die SLD dieser Uber Gleichung (5.1) berechnet werden.

.yM _ .M .
) _ Xcnot " Venot " Penot + (1 = Xcnot) * Vpmpc—kette " PDMPC—Kette (5.1)
Kette,Mischfilm — UM M '
Xchot * Vehot 7 (1 — Xchot) * Vompc—kette

Hierbei handelt es sich um eine Vereinfachung, da die Hydroxyl-Gruppe des Chol in reellen Bilagen in
die Kopfgruppenschicht hineinragt. Bei hohen Chol-Konzentrationen kdnnen sich auRerdem in der
Bilagenebene Domanen ausbilden, welche ausschlieBlich das Sterol enthalten. Die hier verwendeten
Konzentrationen befinden sich jedoch unter denen, bei denen in der Literatur signifikante
Doménenbildung beobachtet wurde.” Zusatzlich ist die Ausdehnung der Doméanen in der
Grolenordnung < 1 pm und damit deutlich kleiner als die typische Koharenzlénge bei Untersuchungen
mit XRR unter einem Einfallswinkel von ~1°, welche von T. P. Russel mit ~30 um abgeschéatzt wird
und somit die SLD Uber die Domanen hinweg gemittelt werden kann.[*8! Fiir die vorliegende Arbeit
wurden somit weder die Doménenbildung noch des hineinragen der Chol-Hydroxyl-Gruppe in die
Kopfgruppenschicht beachtet. Bei der duleren Schicht der Probe handelt es sich um eine Monolage,
weshalb nur eine Schicht der Kopfgruppen verwendet wird und die Kettengruppen die halbe Dicke der
entsprechenden Lagen in den Bilagen tragt. Dieser Wert kann im Auswertungsprogramm nicht mit den
ibrigen verkniipft werden, weshalb er fir die prasentierten Anpassungen auf dgerre jetste = 15,15 A
festgelegt wurde. Der so entstehende Fehler hat jedoch einen vernachléssigbar kleinen Einfluss auf die
erhaltenen Ergebnisse. Alle anderen Parameter sind auch hier identisch zu den inneren Bilagen. Weiter
wird die Rauigkeit aller Grenzflachen als gleich angenommen. Die Hydratisierung der Kopfgruppe kann
in XRR-Messungen durch eine Wasserschicht zwischen den Kopfgruppen benachbarter Bilagen
beschrieben werden. Alternativ kann auch die Dicke d s und SLD pg,p, s der Kopfgruppen angepasst
werden. Aufgrund der Diffusion von Wassermolekiilen zwischen Lipid-Kopfgruppen innerhalb der
Bilage wurde fur das hier beschriebene Modell letztere Methode verwendet. Nach vorherigen Arbeiten
in der Arbeitsgruppe Dahint von Andreas Stdcklin konnte auRerdem davon ausgegangen werden, dass
die Fehlstellen der Proben so groR sind, dass eine inkoh&rente Mischung der reflektierten Strahlung
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angenommen werden muss. '8 Das heift, dass anstelle von Bilagen mit regelmaRigen kleinen Lochern
entweder intakte Bilagen oder Locher detektiert werden. Fir die Anpassung wird eine Kombination des
beschriebenen Modells mit einer einzelnen Monolage auf dem Substrat angenommen (N = 0), wobei
die Parameter der Kopf- und Kettengruppen identisch zu denen des intakten Films sind. Der Anteil v, ,qn
der Fehlstellen im Modell wurde von Hand angepasst, da eine automatisierte Anpassung zu
unrealistischen Ergebnissen flihrte.

Es wurden Trockenmessungen an reinen DMPC-Oligobilagen, sowie zwei verschiedenen Verhéltnissen
von beigemischtem Chol durchgefiihrt. Zur Préparation von Proben mit Chol-Gehalt wurde der jeweils
angegebene Anteil der Stoffmenge von DMPC ausgetauscht, wodurch sich eine geringere
Massenkonzentration bei der Rotationsbeschichtung ergab. Die Experimente fanden im trockenen
Zustand bei 20 °C statt und die so erhaltenen Reflexionsprofile sind in Abbildung 5.5 dargestellt. Die
angepassten Kurven sind als durchgezogene Linien eingezeichnet und die erhaltenen Probenparameter
in Tabelle 5.2 eingetragen. Um Parameter zu erhalten, welche in realistischen GroRen beim Vergleich
mit Literaturwerten lagen, mussten deren Grenzen zum Teil stark eingeschréankt werden. Insbesondere
im Falle der Untersuchung des reinen DMPC-Films ist deshalb eine Interpretation der erhaltenen Grof3en
nur bedingt maglich.

Wie im Einzug von Abbildung 5.5 zu sehen ist, nahm die Gesamtdicke der Bilagen durch Beimischung
von 20% Chol deutlich ab und bei Erhéhung auf 30% wieder leicht zu. Bei Betrachtung der einzelnen
Schichtdicken zeichnet sich jedoch ein einheitlicher Trend ab, bei dem eine Zunahme der
Kettengruppendicke und Abnahme der Kopfgruppendicke durch erhohten Chol-Gehalt beobachtet
wurde. Ahnliche Anderungen in der Struktur von Lipid-Bilagen durch Chol wurden unter anderem von
Giri et al. beschrieben, die bei der Untersuchung von oberflachenadsorbierten Lipid-Monolagen unter

100 o 100% DMPC ER
* 80%DMPC,20% Chol £ 231
102 70% DMPC, 30% Chol 55 52| o
o 51+
o)) | | | ! |
4 3 0.1 02 0,3
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Abbildung 5.5: Erhaltene XRR-Profile von trockenen DMPC/Chol-Oligobilagen auf Si-Substraten.
Anpassungen nach dem in Tabelle 2.1 beschriebenen Modell sind als transparente Linien
eingezeichnet. Die entsprechenden Parameter sind in Tabelle 5.2 zu finden. Der Einsatz zeigt die
nach der Anpassung erhaltene Bilagendicke.
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H,0 mit XRR ebenfalls die Zunahme der Kettengruppendicke und Abnahme der Kopfgruppendicke
beobachteten. Letztere war jedoch mit ~0,5 A bei einem Chol-Gehalt von 25% bedeutend kleiner als
hier, sodass insgesamt eine Zunahme der gesamten Bilagendicke beobachtet wurde. Sie
schlussfolgerten, dass sich Chol in die Kettengruppen-Schicht einlagerte, wobei die Hydroxyl-Gruppe
in die Kopfgruppen-Schicht ragt, was zu einer Umordnung der Kettengruppen und somit Zunahme der
entsprechenden Schichtdicke flhrte. Gleichzeitig nahm durch die Einlagerung der durchschnittliche
Platzbedarf der Lipide in der Bilagenebene zu. Die Kopfgruppen lagerten sich dabei so um, dass die
hydrophobe Kettengruppen-Schicht gegen die Umgebung abgeschirmt war.[”®1 Die Ergebnisse sind
jedoch nur bedingt zu Ubertragen, da diese im waéssrigen Medium oberhalb der
Phasenibergangstemperatur T, von DMPC stattfanden. Bei Messungen unter Luft kann zum Beispiel
nicht von einer vollstandigen Hydratisierung der Kopfgruppen ausgegangen werden. Diese nimmt
Einfluss auf die Dicke und SLD der Schichten. Uber letzteres kann der Hydratisierungsgrad nach
Gleichung (5.2) abgeschatzt werden. Somit ist es moglich einzuschétzen, ob Anderungen in der
Schichtdicke auf den Hydratisierungsgrad oder strukturelle Anderungen zuriickzufiihren sind.

Pkopf — PKopf.trocken
Pw.kops = (5.2)
pHZO - pKopf,trocken

Die SLD von H, 0 und vollkommen trockener DMPC-Kopfgruppen ist in Tabelle 3.2 zu finden. In den
hier prasentierten Ergebnissen war eine Abnahme von ¢,, k., bei Erhdhung des Chol-Gehalts der

Proben zu beobachten. Dieser Effekt kann durch die stark hydrophoben Eigenschaften von Chol
verstanden werden. Somit war die beobachtete Abnahme der Kopfgruppenschichtdicke zumindest

Tabelle 5.2: Erhaltene Parameter der Anpassungen von trockenen DMPC/Chol-Oligobilagen. Die
Lochanteile y;,., der Bilagen wurden durch einen prozentualen Anteil des Substrats mit einer
einzelnen adsorbierten Monolage simuliert. Die SLD der Kettenschicht pgesre Wurde durch
Literaturwerten von DMPC-Kettengruppen! und Chol™*! unter Annahme einer idealen Mischung
berechnet. Die Dicke der DMPC-Kettengruppe dgette 1009% pmpc Wurde ebenso aus der Literatur
entnommen, wohingegen dieser Parameter fiir gemischte Oligobilagen angepasst wurde.* Die
Hydratisierung der Kopfgruppen ¢,, ks Wurde anhand der angepassten SLD selbiger Schicht und

Literaturwerten von trockenen DMPC-Kopfgruppen und H, O berechnet.

Parameter 100% DMPC 80% DMPC, 20% 70% DMPC, 30%
Chol Chol
x2[103] 0,98 1,68 6,31
4Q/Q [%] 4,43 + 0,04 2,86 + 0,01 5,00 + 0,08
N 5 5 5
Yiocn [%] 20 40 20
diopy [A] 11,69 + 0,01 10,39 + 0,04 8,67 + 0,09
Pops [1070 A72] 12,50 + 0,02 13,10 £ 0,02 13,32 + 0,05
dierce [A] 30,3 30,75 + 0,08 34,7+ 0,2
Prette [107¢ A72] 8,31 8,56 8,69
bw,kops [%] 32,38 + 0,05 19,26 + 0,03 14,44 + 0,05
o [4] 2,034 0,12 4,76 £ 0,04 5,90 + 0,05
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teilweise auf die verringerte Anlagerung von H, O-Molekulen zurtickzufuhren. Dies kdnnte die deutlich
groReren Abnahmen von dgopr verglichen mit den in der Literatur berichteten Verlaufen erklaren.
Weiter war durch die Einlagerung des Sterols eine Zunahme der Grenzflachen-Rauigkeiten o zu
beobachten. Dies kann durch die strukturellen Anderungen der Mischfilme verstanden werden. Die
Einlagerung von Chol fiihrt lokal zu einer grélieren Bilagendicke, wohingegen an anderen Stellen
anzunehmen ist, dass diese der Dicke reiner DMPC-Bilagen gleicht. Somit ist bei gleichmaRiger
Verteilung des Sterols tiber die Bilagen davon auszugehen, dass es zu Unebenheiten kommt.

Die hier gezeigten Untersuchungen an trockenen Lipid-Oligobilagen und die nach den Anpassungen
erhaltenen Ergebnisse sollten als Grundlage fur komplexere Proben dienen. Die Einfliisse der
Beimischung von Chol auf die Struktur von DMPC-Bilagen konnte anhand dreier Filme demonstriert
werden. Aufgrund der vermutlich unvollstdndigen Hydratisierung der Kopfgruppen konnte die
Anderung der entsprechenden Schichtdicken aufgrund struktureller Effekte jedoch nicht nachvollzogen
werden. Hierzu sollten Proben in weiteren Experimenten wassrigen Medien ausgesetzt werden, was eine
vollstandige Hydratisierung gewéhrleistet.

5.3. Hydratisierte DMPC-Oligobilagen

In Abschnitt 5.1 wurden die strukturellen Anderungen trockener DMPC-Oligobilagen durch
Beimischung von Chol demonstriert. Zur Beschreibung biologischer Systeme ist ein trockener Zustand
jedoch nicht ausreichend. Die Membranen biologischer Zellen zum Beispiel trennt das Cytoplasma von
der duReren Umgebung. Bei beidem handelt es sich um waéssrige Medien, wodurch die hydrophilen
Kopfgruppen der Lipide vollstdndig hydratisiert werden. Dies beeinflusst sowohl deren physikalischen
als auch chemischen Eigenschaften. AufRerdem ermdéglichen Messungen unter Flissigkeit den Einsatz
verschiedener Losungsmittel oder 16slicher Komponenten, um den direkten Einfluss dieser in situ zu
untersuchen.

Fur die vorliegende Arbeit wurden Messungen mithilfe von NR, XRR, SE und ATR-FTIR an
verschiedenen Systemen von Biomolekilen in wéssrigen Medien durchgefihrt. Es wurden zundchst
Voruntersuchungen (ber den anzunehmenden Phasenzustand der untersuchten Proben bei
verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt. Dies bietet erste Anhaltspunkte, um die mit Reflektometrie
erhaltenen Profile anzupassen. Anschliefend wurde der Einfluss von Salzen und AuNPs in der
Flussigphase auf die Struktur der Proben untersucht.

5.3.1. Phasenibergangstemperatur von hydratisierten DMPC-
Oligobilagen

In kondensiertem Zustand bilden Lipide Nahordnungen aus, welche Phasen genannt werden. Diese sind
sowohl vom atomaren Aufbau der Lipide selbst, als auch von &uReren Umstdnden, insbesondere der
Temperatur, abhéngig. Auch eine Mischung von Lipiden oder anderen einlagernden Molekilen, wie
zum Beispiel Transmembranproteinen, kann die Struktur der Phasen beeinflussen. Charakterisiert
werden Lipidphasen durch die unterschiedliche Ausrichtung der Kettengruppen im hydrophoben Teil
der Lipidlagen oder -vesikel. Bei einem Phaseniibergang &ndern sich die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Strukturen, was auch mit einem veranderten Verhalten beziiglich der Interaktion mit
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Fremdkorpern einher gehen kann. Somit kénnen durch die Wahl der experimentellen Parameter, wie
Temperatur und Probenzusammensetzung, die Ergebnisse maligeblich beeinflusst werden. Um
reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, muss deshalb sichergestellt werden, dass Experimente in einer
bekannten Lipid-Phase durchgefiihrt werden, weshalb die Kenntnis dieser und der
Phasenibergangstemperatur T, von groBer Bedeutung ist. Hierzu kdnnen (ber Techniken wie IR-
Spektroskopie oder Differenzkalorimetrie die Lage der Phaseniibergangstemperaturen bestimmt
werden. Informationen tber die molekulare Struktur der Lipidphasen liefern Methoden wie XRR oder
NR.

Fur die vorliegende Arbeit wurde die Phasenubergangstemperatur von DMPC-Oligobilagen im
wassrigen Milieu mithilfe von ATR-FTIR bestimmt. Hierflr wurde ein frisch gereinigter Si-ATR-
Kristalle nach der in Abschnitt 3.4.2 beschriebenen Methode mit einer Lésung von 10 pg/ml Lipid
rotationsbeschichtet und im Vakuum getrocknet. Dieser wurde anschlielend in die in Abschnitt 4.3
beschriebene Probenzelle eingebaut, welche anschlieBend mit D,0 befullt wurde. Als
Hintergrundspektrum wurde eine perdeuterierte Octadecylthiol-SAM auf einem Au-beschichteten Si-
Wafer verwendet. Die Temperatur der Probe wurde mithilfe eines Kryostaten eingestellt, welcher tiber
einen Wasserkreislauf mit der Probenzelle verbunden war. Die Messungen starteten bei 20 °C, deutlich
unter dem literaturbekannten Wert von T, = 24 °C.*" Vor Beginn der Messung des IR-Spektrums
wurde 30 — 60 min gewartet, damit die Probe ein thermodynamisches Gleichgewicht erreichen konnte.
AnschlieBend wurde die Temperatur schrittweise um 1 °C erhéht und nach der genannten Wartezeit ein
weiteres Spektrum aufgenommen. Nahe der erwarteten Lage von T, wurde das Temperaturintervall auf
0,5 °C reduziert.

Der Phasenzustand der Lipide wurde anhand der CH,-Banden charakterisiert (siehe Abbildung 5.6).
Bereits ab T = 22 °C konnten an diesen Anderungen sowohl an der Bandenposition als auch -intensitat
festgestellt werden. Die Auswertung erfolgte anhand der Position, da der hier beobachtete Effekt in der
Literatur wohldokumentiert ist.[*¥?1 Diese wurde nach Basislinien-Korrektur der Spektren durch
Anpassung von Lorentz-Peaks ermittelt. Wie in Abbildung 5.6 A zu erkennen ist, verschieben beide
Peaks hin zu hoheren Wellenzahlen. Am Verlauf der Peakpositionen ist deutlich zu erkennen, dass die
Messung zu frih beendet wurde, um den finalen Zustand der Lipide eindeutig zu charakterisieren.
Wahrend der Messung war dies jedoch nicht ersichtlich, da die spektralen Anderungen, wie in
Abbildung 5.6 B zu sehen, gering waren. Aus diesem Grund wurden nach Erreichen einer Temperatur
von T = 26 °C die Untersuchungen an der Probe beendet.

Peakpositionen zeigten in Abhadngigkeit der Temperatur einen sigmoidalen Verlauf. Dieser wurde
mithilfe einer Boltzmann-Funktion angepasst.

A1 — 4

T 1 eGxo)/ax + 4, (53)

y
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Tabelle 5.3: Erhaltene Phasenlbergangstemperaturen T, nach Anpassung der beobachteten
Verschiebungen der CH,-Streckschwingungsbanden.

Schwingungsbande T, [°C] R?
VCH, asym 23,89 + 0,19 > 0,98
VeH, sym 24,05 + 0,17 > 0,98

Hierbei entsprechen die Parameter A; und A, der Lage der Absorptionsbanden vor, respektive nach dem
Phasenubergang, die Temperatur entspricht dem Parameter x. Die Phasenubergangstemperatur T, wird
somit am Wendepunkt der Funktion bei x, angenommen. Beide Kurvenverldaufe wurden getrennt
voneinander angepasst und zeigten eine hohe Fitgiite von R? > 0,98. Dies spricht dafiir, dass trotz des
verfrihten Abbrechens der Messung belastbare Ergebnisse zu erwarten sind. Die erhaltenen Tj, sind in
Tabelle 3.2 aufgefuhrt. Die aus den beiden Schwingungsbanden abgeleiteten Werte stimmen innerhalb
der Fehlergrenzen miteinander und ebenso mit dem Literaturwert von T, = 24 °C Uberein.}”®! Die
beobachteten Verlaufe der Schwingungsbanden sprechen jedoch dafur, dass erste strukturelle
Anderungen bereits bei niedrigeren Temperaturen stattfinden. Somit sollten weitergehende
Untersuchungen mindestens 2 °C von der Phaseniibergangstemperatur entfernt stattfinden, um einen
eindeutigen Zustand der Probe zu gewahrleisten.

Wie oben erwahnt wurde zusatzlich zur Verschiebung der Schwingungsbanden eine Abnahme der
Bandenintensitaten festgestellt. Hierbei wurde jedoch die deutliche Zunahme der Bandenbreite, wie sie
in der Literatur beschrieben wird nicht beobachtet.'®¢1 Da in anderen Untersuchungen mit NR
festgestellt wurde, dass bei erhéhter Temperatur die Dicke der Wasserzwischenschichten zunimmt, kann
jedoch gefolgert werden, dass somit auch die Absorption der Oligo-Bilagen in ATR-IR-Spektroskopie
abnimmt, da so die Interaktion des Probenmaterials mit dem evaneszenten Feld reduziert wird.[®
Tatsachlich zeigt eine Simulation von 15 DMPC-Bilagen mit den in Abschnitt 4.4.1 erhaltenen Werte
fur Lipid- und Wasserschichtdicken ober- und unterhalb von Tj eine resultierende Abnahme der
Bandenintensitdt um etwa 18%, wahrend in den in Abbildung 5.6 B gezeigten Spektren ein
Signalverlust von etwa 20% zu beobachten war. Die Simulation kann jedoch etwaige Lécher in den
Lipid-Lagen, welche durch die Flussigphase ausgefiillt werden, nicht berlicksichtigen. In den genannten
Untersuchungen wurde ein geringerer Wasseranteil in diesen oberhalb von Tj, festgestellt, was einen
gegenlaufigen Effekt zur Folge hatte. Jedoch muss hier auch erwéhnt werden, dass in der genannten
Untersuchung zwei verschiedene Proben untersucht wurden. Um ein vollstandiges und verlassliches
Bild zu den Hintergriinden der beobachteten Abnahme der Schwingungsbanden zu erhalten, miisste die
in diesem Abschnitt beschriebene Untersuchung an einem kombinierten Messaufbau durchgefiihrt
werden, wie er in Kapitel 4 beschrieben wird, welcher zusétzlich strukturelle Informationen (iber die
Probe liefert. Eine solche Untersuchung bedirfte jedoch viel Messzeit an einem
Neutronenreflektometer, welche fur die vorliegende Arbeit nicht zur Verfligung stand.
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Abbildung 5.6: Einfluss der Temperatur auf die CH,-Valenzschwingungsbanden von DMPC-
Oligobilagen, gemessen mit ATR-FTIR-Spektroskopie. A: Verschiebung der Lage der symmetrischen
und asymmetrischen CH.-Valenzschwingungsbande bei Erhéhung der Temperatur. Die erhaltenen
Messpunkte wurden mithilfe einer Boltzmann-Funktion angepasst, R? > 0,98. B: Zugehorige IR-
Spektren. Zusétzlich zur Verschiebung kann eine Abnahme der Bandenintensitat beobachtet werden.

5.3.2. Interaktion von hydratisierten DMPC-Oligobilagen mit
Gold-Nanopartikeln und Magnesiumchlorid

Mithilfe der oben genannten Messmethoden sollte der Einfluss von AuNPs auf DMPC-Oligobilagen
untersucht werden. Hier waren insbesondere auch strukturelle Anderungen der Proben von Interesse.
Hierzu kamen sowohl strukturauflésende Methoden wie NR und XRR zur Verwendung als auch ATR-
IR-Spektroskopie. Letzteres gibt wie bereits beschrieben Aufschluss auf den Phasenzustand der Lipide,
welcher durch die Interaktion mit Fremdkdrpern gestort werden kann. Reflektometrie hingegen ist in
der Lage, detailliertere Einblicke in die internen Strukturen der Proben zu liefern. Um den Abstand der
Bilagen zu regulieren konnen Salze wie MgCl, verwendet werden.[*®1 Kationen konnen an die
Kopfgruppen der Lipide anlagern und fiihren so zu Coulomb-Repulsion der Bilagen. Der resultierende
Abstand wird dann durch ein Kréftegleichgewicht zwischen der repulsiven Coulomb-Wechselwirkung
und attraktiven van-der-Waals-Wechselwirkungen verursacht.’® Dies ist auch hinsichtlich der
Untersuchung biomimetischer Membranen interessant, da das Zytosol biologischer Zellen ebenfalls
Salze enthalt, welche mit der Zellmembran interagieren.[*5%

Es wurden Proben analog zu den Untersuchungen von T}, per Rotationsbeschichtung prapariert. Fir NR

und ATR-IR-Spektroskopie wurden analoge Si-Substrate wie oben beschrieben verwendet. Fir XRR
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wurden 2" Si-Wafer mit den Lipiden beschichtet, welche anschliefend fir die Flissigkeitszellen
zurechtgeschnitten wurden.

Untersuchungen an DMPC-Oligobilagen unter Wasser mit XRR waren nicht erfolgreich, da die Proben
beim Befullen der Flissigkeitszelle ausnahmslos zerstort wurden. Dies war wahrscheinlich auf die
unterschiedliche Lage der Proben innerhalb der Probenzellen zurlickzuftihren. Aufgrund der Bauweise
der XRR-Flussigkeitszelle befindet sich hier das gesamte Substrat in der verwendeten Flissigkeit,
wéhrend bei der NR-Flissigkeitszelle nur ein Teil der beschichteten Substratoberflache, welcher durch
einen O-Ring abgegrenzt wird, mit der Fllssigkeit in Kontakt kommt (vergleiche Abbildung 3.5 (XRR-
Zelle) und Abbildung 4.4 (NR-Zelle)). Gerade an den Ré&ndern der Beschichtung ist mit Fehlstellen
aufgrund des Zuschneidens der Wafer zu rechnen, von denen sich die Filme abldsen kénnten. Die
genaue Ursache konnte jedoch nicht ermittelt werden. Die Beimischung von Chol schien einen
stabilisierenden Effekt auf die Oligobilagen zu haben, so dass auch XRR-Messungen unter Wasser
ermdoglicht wurden. Diese Experimente werden jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht behandelt, da
keine guten Anpassungen der XRR-Profile erzielt werden konnten.

Hingegen konnten hydratisierte DMPC-Oligobilagen mithilfe von NR untersucht werden. Die hier
prasentierten Ergebnisse stammen aus einer Messzeit am Instrument D6 des Helmholtz-Zentrums
Berlin. Eine simultane Messung mit komplementaren Methoden war aufbaubedingt nicht méglich. Vor
der Messung wurde die Probe in die Flussigkeitszelle eingespannt, welche dann mit D, 0 beflllt wurde.
Das System wurde mithilfe eines externen Kryostaten auf 20 °C temperiert und fur etwa vier Stunden
ruhen gelassen, damit die Probe ein thermodynamisches Gleichgewicht erreichen konnte. Nach jeder
Anderung an der Fliissigphase wurde dem System etwa acht Stunden zum Erreichen des Gleichgewichts
gegeben, bevor die Probe erneut vermessen wurde.
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Tabelle 5.4: Verwendetes Modell zur Anpassung der Neutronenreflektometrie-Messungen an DMPC-
Oligobilagen. Zahlenwerte stellen feste Parameter dar, alle anderen Parameter wurden zur
Modellierung der NR-Profile angepasst. Identisch benannte Parameter sind zwischen den einzelnen
Schichten verknupft und somit die Anpassungswerte identisch. Die Dicken der hydratisierten Lipid-
Schichten wurden der Literatur entnommen, ebenso die SLD der Kettenschichten, sowie die
Parameter der Siliziumoxid-Schicht und der Silizium-Bulkphase. Die iSLD und Wasseranteile ¢, ;;;,
wurden in allen Bilagen-Schichten gleich angenommen. Die ¢, der Wasserzwischenschichten ist auf
100% festgelegt, da es sich hier um Teile der Flussigphase zwischen den Bilagen handelt. Die
Rauigkeit ¢ wurde in an allen Grenzflachen als gleich angenommen und angepasst und ist deshalb

zugunsten der Ubersichtlichkeit hier nicht eingetragen.

Wieder- 4 [A] SLD iSLD (6]
holungen [10-64-2] | [10-64—2] | Pw”
Silizium - - 2,0711401 0 0
Silizium- L 15082 3 471140 0 0
oxid
Kopf 12,7[14’ 3] Pkopf iplip ¢w,lip
Ketten . 30,384 —0,41140 ipyp Pw,iip
ll' Kopf 12,7[14’ 3] Pkopf iplip ¢w,lip
D,0 1 dy1 - - 100
m Kopf 12,7434 Propf iP1ip Pw,tip
Ketten N3 30,304 —0,40401 ipiip Guwtip
lll Kopf 12,7043 Pkopf pup Pw,iip
D,0 2 dyys - - 100
m Kopf 12,7014.34 Pkopf ip1p Dw,iip
Ketten ) 30,384 —0,41401 ip1ip Pw,iip
ll' Kopf 12,714.34 Pkopf iprip Gw,iip
D,0 3 dys - - 100
m KOpf 12,7[14’ 3] Pkopf iplip ¢w,lip
Ketten 1 30,364 —0,4[140 ip1ip Dwlip
lll KOpf 12,7[14’ 3] Pkopf iplip ¢w,lip
D,0 (Bulk) - — PD,0 0 -

Tabelle 5.4 zeigt das angenommene Modell der DMPC-Oligobilagen aufgrund derer die Anpassung der
NR-Daten stattfand. Dieses stammt aus vorangegangenen Arbeiten des Arbeitskreises Dahint und wurde
in Zusammenarbeit mit Andreas Stocklin fiir die vorliegenden Ergebnisse modifiziert.[ 155151 Da aus
Voruntersuchungen bekannt war, dass sich die Probe bei 20 °C in der Pgr-Phase befinden musste,
konnten die Dicken der Lipid-Schichten, sowie die SLD der Lipid-Kettenschichten aus der Literatur
Ubernommen werden.B* 140 Zwar ist auch die SLD hydratisierter Kopfgruppen literaturbekannt und
konnte somit festgelegt werden, jedoch ist denkbar, dass bei der Interaktion mit Fremdstoffen wie Salzen
oder AuNPs eine Anlagerung an die Kopfgruppen erfolgt, die sich auch auf die SLDs der Schicht
auswirken konnte. Um diesen Effekt zu erértern wurde der entsprechende Paramater mit angepasst. Es
wurden insgesamt (N — 3) Bilagen mit identischen Wasserzwischenschichten angenommen, wobei die
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erste (d,,;) und letzte (d,, ;) Wasserzwischenschicht separat zu den inneren (d,,,) angepasst wurde. Im
Falle der Messung unter D,0 ermdglichte die Prasenz von Kiessig-Oszillationen und deren Periodizitat
eine initiale Abschétzung von N. Flr andere Probenbedingungen waren keine Kiessig-Oszillationen zu
erkennen, weshalb hier die Optimierung von N nur ber die Variation des Parameters zwischen den
Anpassungs-Iterationen moglich war.

Fiir alle Grenzflichen wurde dieselbe Rauigkeit 6 und iSLD angenommen. Letztere liegt hoher als in
der Literatur tbliche Werte um Effekte von off-spekularer Streuung zu berticksichtigen, die die
Intensitat der Totalreflexionskante vom theoretischen Wert von Eins abweichen lassen. Im zur
Anpassung verwendeten Programm kann auferdem in jeder Schicht der Anteil der Volumenphase,
welche die Schicht darstellt, welche am weitesten von der Grenzflache, an der die erste Reflexion
stattfindet, berechnet werden. Im Falle von NR, wobei der Neutronenstrahl von der Seite des Silizium-
Substrats einfallt und somit die verwendete Flissigkeit die Riickseite der Probe darstellt, entspricht dies
dem Anteil der Flussigphase in den Bilagen ¢,, ;. Im Gegensatz dazu beschreibt diese Schicht bei XRR-
Messungen das Substrat, sodass hier der Anteil der Flissigkeit, beziehungsweise Fehlstellen in den
Schichten uber die in Abschnitt 5.2.2 beschriebenen Methode der Kombination zweier unterschiedlich
aufgebauter Modelle verwendet werden musste. Durch die Anteile der Volumenphase in einer Schicht
i wird im SLD-Profil des Modells die effektive SLD p; . aufgetragen, welche sich aus der SLD der
reinen, beziehungsweise hydratisierten Schicht p; und derer der Flissigphase p,, ergibt. Aus den
Anpassungsparametern kann dann p; erhalten werden:

Tabelle 5.5: Erhaltene Parameter der Anpassungen von DMPC-Oligobilagen bei Interaktion mit
MgCl, und AuNP unter Verwendung des in Tabelle 5.4 beschriebenen Modells. Der Quellfaktor der
inneren Wasserzwischenschichten wurde Uber die Anderung der Dicke der inneren
Wasserzwischenschicht d,, ; der Probenbedingung i verglichen mit dem analogen Parameter der
Messung unter D,0 d, p,o Nach Syy; = dy,:/dy, p,0 berechnet. Zugunsten der Ubersichtlichkeit

wird nur der Quellfaktor der inneren Wasserzwischenschichten S,,,, angegeben.

Parameter D,0 50 mM MgCl; | 25 mM MgCl, 10% 5 nm AuNP
x?[103] 1,23 0,76 1,05 1,17
AQ/Q [%] 4,42 0,28 16,23+ 0,04 | 15,09+0,13 13,81 + 0,02
N 15 8 6 6

dw1 [4] 6,57 £ 0,20 373+13 40,4+ 1,0 40,2+ 0,9
duwz [4] 8,77 + 0,01 87,1+0,2 119,74+ 0,3 1243403
duws [4] 16,54 + 0,16 98,0 + 0,4 160,1+ 0,5 183,04 0,5
Props [1076 A72] 3,68 + 0,04 3,74 40,10 3,824 0,12 3,89+ 0,12
ipyip [1078 A72] 8,63 + 0,08 23,1+0,7 29,2+ 0,9 27,8+ 0,8
pw [107¢ A72] 6,20 + 0,01 Pw,D,0 Pw,D,0 Pw,0,0
Buwiip (%] 17,4+ 0,4 24+ 1 23+ 2 25+ 2

o [4] 6,32+ 0,17 25,9 + 0,2 26,8 + 0,2 26,9 + 0,2
Sw2 1 9,93 40,01 13,65 + 0,02 14,17 £ 0,02
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Piers =Pi (1= Pwi) + Pw " Puyi
by = Pieff — Pw * Pw,i (5.4)
' 1- d)w,i

®w,1ip Wurde dabei als Anteil der Fehlstellen in den Bilagen interpretiert und in allen den Lipiden

zugeordneten Schichten als identisch angenommen. Diese werden als homogen ohne ausgepragte
Doménenbildung Uber die Bilagen verteilt angenommen, weshalb sie aufgrund der groReren
Koharenzlange der Neutronenstrahlung gemittelt werden. Von einer separaten Anpassung von ¢, ; in
den einzelnen Schichten ist abzusehen, um den Parameterraum maglichst klein zu halten. Da der fiir das
SLD-Profil relevante Wert p; . sowohl von p; als auch ¢,, ; abhangig ist, knnen diese Parameter des
Modells nicht unabhéngig voneinander betrachtet werden. Durch die Einschrankung, dass ¢, ; in allen
Lipid-Lagen gleich ist, wird jedoch der Raum mdglicher Kombinationen fiir p; genug eingeschrénkt,
dass die Anpassung beider Parameter moglich ist. Dennoch ist dieser Umstand bei der Interpretation der
Ergebnisse zu berlcksichtigen. Ferner wurde auch die SLD der Flissigphase p,,, angepasst, um moégliche
Verunreinigungen oder geloste Gase in dieser zu beriicksichtigen und eine gute Anpassung der
Totalreflexionskante zu erzielen. Da die verwendeten Salz- und NP-Konzentrationen gering sind, kann
davon ausgegangen werden, dass p,, flr die hier beschriebenen Untersuchungen in Naherung konstant
bleibt, weshalb dieser Parameter fiir alle Anpassungen gleichgesetzt wurde. Die Anpassungen erfolgten
flr alle Probenbedingungen simultan, wodurch p,, so variiert wurde, dass die Anpassungsgute fir die
Gesamtheit aller Messungen optimiert wurde. Abbildung 5.7 zeigt die erhaltenen Daten mit der besten
Anpassung. Die so erhaltenen Parameter sind in Tabelle 5.5 aufgefiihrt.

Wie anhand der Lage des Bragg-Peaks unschwer zu erkennen ist, fihrte die Zugabe von 50 mM MgCl,
zu einem starken Quellen der Probe. Fir die innere Wasserzwischenschicht wurde ein Quellfaktor von
Swz = dw2/dwz p,0 = 9,93 £ 0,01 erhalten. Der Abstand der Bilagen zueinander kommt wie oben
genannt durch ein Kréftegleichgewicht zwischen attraktiven van-der-Waals- und repulsiven Coulomb-
Kréften zustande.™ Durch Anlagerung von Mg?*-lonen an den Lipid-Kopfgruppen kommt es zu
elektrostatischer Repulsion zwischen den Lagen, weshalb das Gleichgewicht bei einem grofReren
Lagenabstand erreicht wird. Die SLD der Kopfgruppen pg,,; blieb dabei jedoch innerhalb der
Fehlergrenzen unverandert.
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Abbildung 5.7: Erhaltene NR-Profile von DMPC-Oligobilagen auf Si-Substraten unter D,0 und
nach Zugabe von MgCl, und AuNP. Anpassungen nach dem in Tabelle 5.4 beschriebenen Modell
sind als durchgezogene Linien eingezeichnet. Die so erhaltenen Parameter sind in Tabelle 5.5 zu
finden.

Gleichzeitig konnte durch die Anpassung ein Verlust von sieben der urspriinglich fiinfzehn Bilagen
ermittelt werden, was sich auch in einem breiteren Bragg-Peak duRerte. Wie oben bereits erwahnt, waren
nach Zugabe von MgCl, keine Kiessig-Oszillationen mehr zu erkennen, weshalb die Zahl der Bilagen
tiber Variation zwischen den Anpassungsiterationen bestimmt wurde. Das starke Quellen der Probe
flihrte weiterhin zu einer grolen Zunahme der Rauigkeit o der einzelnen Schichten, sowie einer starken
Zunahme des Wasseranteils der Lipidschichten ¢,, ;. Es ist naheliegend, dass durch den grofen
Abstand der Bilagen sowohl deren Welligkeit aufgrund geringerer Stabilisierung durch benachbarte
Lagen zunimmt, als auch, dass es zu einem teilweisen Materialverlust innerhalb der Lagen kommen
kann. Gleichzeitig nahm die iSLD der Lipide p; ;;,, um einen Faktor von ~1,67 zu, was flr eine deutliche
Zunahme der off-spekularen Streuung durch den Quellprozess spricht. Die angepassten NR-Profile fiir
die Messungen unter reinem D,0 und 50 mM MgCl, entsprechen den Rohdaten sehr gut und lassen
somit eine hohe Verlasslichkeit der erhaltenen Parameter vermuten.

Beim Verdinnen der Flissigphase auf 25 mM MgCl, kam es zu einem weiteren Quellen der
Oligobilagen, wobei die Dicke der ersten Wasserzwischenschicht am wenigsten zunahm. Der
Quellfaktor relativ zur Messung unter D,0 erhohte sich auf S, = 13,65 + 0,02. Auch ergab ein
Anpassen der Reflexionsprofile einen Verlust von zwei weiteren Bilagen. Da nicht davon auszugehen
ist, dass sich mehr Mg?*-lonen als zuvor an den Kopfgruppen anlagern, ist der beobachtete Effekt durch
eine verringerte Abschirmung durch die gelésten lonen zu erklaren. Hierdurch nimmt die
elektrostatische Repulsion der Bilagen weiter zu, und das Kraftegleichgewicht wird entsprechend bei
groReren Bilagenabstanden erreicht. Auch o und p; ;;,, nehmen leicht zu, was flr eine weitere Abnahme
der Biegesteifigkeit und Zunahme off-spekularer Streuung spricht. Dahingegen war kaum Einfluss auf
®w,ip zU erkennen, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass kein weiterer Lipid-Verlust
innerhalb der Bilagen stattfand. Auch pg,, s dnderte sich nicht signifikant.
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Bei Zugabe von 10 pg/ml 5 nm AuNP wurde ein weiteres Quellen der Probe festgestellt. Gegenuiber
der vorherigen Messung wurde ein Zuwachs fur die Dicken alle Wasserzwischenschichten mit
Ausnahme der ersten festgestellt, welche sich nicht signifikant &nderte. Grund dafiir kdnnte sein, dass
NPs mit einer GréRe von 5 nm zu grol? sind, als dass sie in die erste Wasserzwischenschicht eindringen
konnten. Der Quellfaktor der inneren Wasserzwischenschicht erhohte sich auf S,,,, = 14,17 + 0,02. Die
anderen angepassten Parameter blieben dabei weitestgehend unveréndert, was dafiir spricht, dass die
Partikel einen geringen Einfluss auf die Struktur der Oligobilagen hatten. Tatsachlich war in vielen
Folgeexperimenten auch das hier gezeigte Quellen der Probe nicht zu erkennen, wobei gesagt werden
muss, dass es sich bei NPs um metastabile Substanzen handelt und deshalb auch bei Benutzung
derselben Charge durch zeitliche Distanz der Experimente durchaus mit Abweichungen der Ergebnisse
zu rechnen ist.

Bei nédherer Betrachtung der Kurvenverlaufe in Abbildung 5.7 féllt auf, dass verglichen mit den
Messungen unter D,0 oder 50 mM MgCl, das angepasste Reflexionsprofil der letzten beiden
Messungen Abweichungen von den Rohdaten aufweist. Insbesondere in den Bereichen von
(0,02 ~ 0,03) A= und (0,05 ~ 0,07) A~ ist zu erkennen, dass der aus den erhaltenen Parametern
errechnete Verlauf Gber den gemessenen Werten liegt. Es ist unter Umstdnden mdglich, durch ein
gemischtes Modell, wobei eine der beiden Strukturen mehr Bilagen aufweist als die andere, bessere
Ergebnisse zu erzielen. In der Arbeitsgruppe Dahint wurden mit einem solches Modell von Andreas
Stdcklin bessere Anpassungen erhalten.[*>8! Fiir die vorliegende Arbeit war der Einsatz eines solchen
Modells jedoch wenig erfolgreich, weshalb auf den Einsatz dessen verzichtet und ein weniger
komplexes Modell verwendet wurde.

Wie oben bereits erwéhnt war eine simultane Messung mit komplementdren Methoden bei dem
beschriebenen Experiment nicht mdglich. Es wurde stattdessen zu einem spéateren Zeitpunkt die
Interaktion von AuNPs mit hydratisierten DMPC-Oligobilagen mithilfe von ATR-IR-Spektroskopie
untersucht. Hierfur wurden Partikel aus demselben Ansatz verwendet, welcher auch fiir obenstehende
Experimente mit NR verwendet wurden. Als Hintergrund wurde dabei das Spektrum eines Gold-
bedampften Silizium-Wafer aufgenommen, welcher mit einer perdeuterierten Octadecanthiol-Monolage
beschichtet war. Auch bei diesem Experiment wurde als Ausgangspunkt die Flissigkeitszelle mit reinem
D,0 befullt. Im Gegensatz zu den Untersuchungen mit NR kann bei Messungen mit ATR-IR-
Spektroskopie der Probenzustand durchgehend Uberprift und anhand der Intensitdt der CH,-
Valenzschwingungsbanden beurteilt werden, ob das System einen Gleichgewichtszustand erreicht hat.
Die erhaltenen Spektren wurden einer Basislinienkorrektur unterzogen und anschlieend die CHo-
Valenzschwingungsbanden mithilfe von Lorentz-Funktionen angepasst. Die so erhaltenen Spektren und
Bandenintensitaten sind in Abbildung 5.8 dargestellt.
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Abbildung 5.8: Anderungen der CH,-Valenzschwingungsbanden von DMPC-Oligobilagen bei
Interaktion mit MgCl, und AuNPs, untersucht mit ATR-FTIR-Spektroskopie. Die linke Seite zeigt
ausgewahlte Spektren der Messserien, die rechte Seite die Entwicklung der CH,-
Valenzschwingungsbanden nach Anpassung mit Lorentz-Funktionen, normiert auf den jeweiligen
Startwert. A Finale Spektren der Messserien unter den untersuchten experimentellen Bedingungen.
B Interaktion mit 50 mM MgCl, (Schritt 2), untersucht tber 16 h. C Interaktion mit 10 ug/ml 5 nm
AUuNP (Schritt 3), untersucht tiber 3 k. D Interaktion mit 40 ug/ml 5 nm AuNP (Schritt 4), untersucht
uber 3 h.

Die Zugabe von MgCl, fuhrte zu einer deutlichen Abnahme der Bandenintensitaten (siehe Abbildung
5.8 B). Dies deckt sich mit den aus NR erhaltenen Ergebnissen, nach denen es sowohl zu einem Quellen
der Probe als auch zu einem Verlust &uferer Bilagen kommt. Beides fihrt zu geringeren
Bandenintensitaten, da die Interaktion des evaneszenten Feldes mit Lipiden somit reduziert wird. Eine
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guantitative Aussage kann jedoch nicht getroffen werden, da hierfiir zu viele unbekannte Parameter
vorhanden sind (siehe Abschnitt 3.7.1). Hatten bei diesem Experiment simultan komplementére NR-
Messungen durchgefiihrt werden kdénnen, waren genauere Aussagen Uber die physikalischen Ursachen
der beobachteten Intensitatsverluste mdéglich gewesen. Auf eine anschlieBende Verdiinnung der
Flussigphase, wie bei den Untersuchungen mit NR wurde verzichtet, da sich in der Zwischenzeit 50 mM
als Konzentration der Wahl bei Quellexperimenten erwiesen hat. Der Einsatz dieser Konzentration
resultiert in weniger Lagenverlust, dennoch ist die Quellung in der Regel noch ausreichend, damit
AUNPs in die Wasserzwischenschichten eindringen kdnnen. Weiter dhnelt die so erreichte lonenstéarke
von I = 150 mM derer, die auch in Mitochondrien von Saugetieren zu finden ist.**! Man versprach
sich daher, dass die beobachteten Effekte auf reelle biologische Systeme zu lbertragen sind. Das System
wurde Uber Nacht durchspult, um einen Gleichgewichtszustand zu gewéhrleisten. Nach Beurteilung des
Verlaufs der Bandenintensitaten im Messprogramm war davon auszugehen, dass dieser erreicht wurde.
Bei der finalen Auswertung der Bandenintensitaten zeigte sich ein komplexer Verlauf, welcher zum
Ende der Messung noch nicht gegen einen Grenzwert konvergierte. Es wurde zunéchst eine Abnahme
der Intensitit um etwa 11% in den ersten Messpunkten beobachtet. AnschlieRend zeigte sich fiir etwa
4,5 h ein Plateau, woraufhin weitere 14% der Bandenintensitdten tber einen Zeitraum von 3,5h
verloren gingen. In den darauffolgenden 8 h wurde dann eine langsame Zunahme der Intensitaten bis
zu einem letzten Messwert von etwa 83% des urspriinglichen Wertes beobachtet. Gleichzeitig wurden
die Positionen der Valenzschwingungsbanden zunéchst um etwa 0,6 cm™?! (vch,,sym), beziehungsweise
1,2cm™?! (VcH,,asym) €rhoht, und naherten sich tber den restlichen Verlauf der Messungen ihrem
ursprunglichen Wert an, was fiir eine Stérung der Ordnung im Kettengruppen-Bereich der Lipid-Bilagen
durch den Quellprozess mit anschliefender Relaxation des Systems spricht. Auch hier konnte kein
Erreichen eines Grenzwertes erkannt werden konnte. Somit kann hier nicht von einem System im
Gleichgewicht gesprochen werden. Die Hintergrinde des beobachteten Verlaufs kénnen nur schwer
erklart werden, da ATR-FTIR-Spektroskopie nur wenige Informationen ber die Probenstruktur liefern
kann. Es wire moglich, dass die ersten Anderungen der Absorptionsbanden auf den Quellprozess
zurlickzufiihren sind, und der zweite beobachtete Intensitatsverlust auf ein Abldsen duBerer Lagen. Die
darauffolgende Zunahme der Bandenintensitat konnte auf Adsorption der durch den Abléseprozess
entstandenen Vesikel oder auf ein Relaxieren der verbliebenen Banden und somit verkleinerte
Bilagenabsténde hinweisen. Ohne komplementére Messtechniken handelt es sich hier jedoch lediglich
um Spekulationen.

Dem System wurde anschlielend eine Losung von 5 nm AuNP in D,0 zugegeben, sodass eine AuNP-
Konzentration von 10 pg/ml resultierte. Hierbei wurde eine weitere Abnahme der Bandenintensitét
beobachtet (siehe Abbildung 5.8 C), was sich mit den oben beschriebenen Ergebnissen der
Untersuchung von DMPC-Oligobilagen mit NR deckt, jedoch kann hier erneut nicht zwischen
Lagenverlust und Quellverhalten der Probe unterschieden werden. Die Auswertung der
Bandenintensitaten tber alle Messpunkte zeigte einen anndhernd linearen Verlauf, der jedoch zum
Zeitpunkt der Messung nicht erkannt wurde. Somit ist davon auszugehen, dass das System auch hier
noch nicht den Gleichgewichtszustand erreicht hatte. Gleichzeitig wurden erneut beide
Bandenpositionen zu gréReren Wellenzahlen verschoben. Die letzten gemessenen Werte waren um
0,5em™" (vch,sym) Und 1,0 em™" (vcy, qsym) 9€geniber den Anfangswerten erhoht, was fiir
Anderungen in der Struktur innerhalb des Kettengruppen-Bereichs der Lipid-Bilagen durch Interaktion
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mit den zugesetzten AuNPs spricht. Auch hier konnte ein nahezu linearer Verlauf beobachtet werden,
welche zum Ende der Messserie nicht konvergierte. Ursache der beobachteten Anderungen konnte ein
Eindringen der NPs in die Bilagen sein. Ein ahnliches Verhalten von AuNPs in Kontakt mit Lipiden
wurde in der Literatur beschrieben.[*31. 188181 Das gemessene IR-Spektrum kann somit als Summe der
Struktur der Lipide, welche in Kontakt zu den Partikeln stehen, und denen, die nicht mit diesen in
Kontakt sind, verstanden werden. Einen dhnlichen Schluss l&sst die Betrachtung der Bandenbreiten zu,
welche im Verlauf der Messserie um etwa 7% zunahmen. Um eine belastbare Aussage Uber den
Interaktionsmechanismus zu treffen, reichen die Informationen, die das hier beschriebene Experiment
liefert, jedoch nicht aus.

Die Erhohung der AuNP-Konzentration auf 40 pg/ml verstérkte den beobachteten Effekt. Es war eine
erneute Abnahme der Bandenintensitaten um etwa 15% uber 50 min zu beobachten, wahrend die
Bandenpositionen zu hoheren Wellenzahlen verschoben wurden. Wahrend der Verlauf der
Bandenintensititen daraufhin ein Konvergieren gegen einen Grenzwert erahnen lie3, wurde dhnlich wie
bei der Zugabe von MgCl, nach etwa 2 h eine weitere Abnahme der Bandenintensitaten mit simultaner
Verschiebung der Bandenpositionen beobachtet, welche tiber den Zeitraum der Messserie einen linearen
Verlauf zeigte. Da auch die vorherigen Messserien nicht konvergierten, ist eine detaillierte Interpretation
der Prozesse nicht méglich. Jedoch bekraftigen die beobachteten Anderungen die Vermutung, dass
durch Interaktion der AuNPs mit den Lipiden strukturelle Anderungen innerhalb der Kettengruppen-
Bereiche auftreten. Durch die erhéhte Konzentration der Partikel finden diese in einem gréReren Anteil
der Bilagen statt und das Summenspektrum ist somit weiter vom nativen Zustand entfernt.

Die beobachtete Abnahme der Bandenintensitdten durch Zugabe von MgCl, und AuNPs zu DMPC-
Oligobilagen decken sich mit den Erkenntnissen der Untersuchungen mit NR, wobei bei Betrachtung
des zeitlichen Verlaufs offensichtliche Unterschiede zu sehen sind. Wahrend mit NR mithilfe von
Wiederholungsmessungen sichergestellt werden konnte, dass sich das System im Gleichgewicht befand,
lie die Auswertung der ATR-FTIR-Messungen das Gegenteil erkennen. Dieser Umstand war wahrend
der Messungen trotz durchgéngiger Betrachtung der Bandenintensitaten nicht zu erkennen. Die mit
ATR-FTIR-Spektroskopie beobachteten Einflisse auf die Bandenposition- und -breite lassen
zusdatzliche Schlisse Uber die innere Struktur der Lipid-Bilagen zu, welche aus den beschriebenen NR-
Experimenten nicht hervorgingen. Da die Experimente nicht an derselben Probe und zeitlich getrennt
stattfanden, sind die Erkenntnisse jedoch schwer Ubertragbar. Um gesicherte Aussagen Uber den
Einfluss der Partikel auf die Bilagen-Struktur treffen zu konnen ist der gleichzeitige Einsatz
komplementarer Messmethoden vorteilhaft. Zwar wurde fir die vorliegende Arbeit ein solcher Aufbau
entwickelt (siehe Kapitel 4), jedoch war es nicht moglich, die hier prasentierten Ergebnisse an diesem
zu reproduzieren. Grund fiir die beobachteten Unterschiede im Probenverhalten waren einerseits Probe-
zu-Probe Unterschiede zwischen den Lipid-Proben, die auch anhand der unterschiedlichen Ergebnisse
aus den présentierten Untersuchungen deutlich werden. Ein weiterer Umstand, der die Untersuchung
einer analogen Probe mit dem entwickelten komplementaren Messaufbau erschwerte, war das Alter der
verwendeten AuNPs. Da zwischen den Messzeitraumen erheblich Zeit verstrich, waren die fur die in
diesem Abschnitt prasentierten Ergebnisse verwendeten Partikel zu sehr gewachsen, als dass sie
ahnliche Ergebnisse hatten liefern kénnen. Neu synthetisierte Partikel unterschieden sich in ihrer
GroRenverteilung auBerdem zu sehr von den hier verwendeten, weshalb auch hier mit anderen
Ergebnissen zu rechnen war.
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5.4. Interaktion hydratisierter Lipid-Oligobilagen aus
DMPC und Cholesterol mit Gold-Nanopartikeln und
Magnesiumchlorid

In den vorherigen Abschnitten wurde ein vereinfachtes Modell von Zellmembranen betrachtet, welches
ausschlieBlich aus Phospholipiden bestand. Reelle Zellmembranen sind jedoch komplexer aufgebaut
und enthalten unter anderem Membranproteine, sowie weitere Arten von Lipiden, wie Sterine. Letztere
machen in eukaryotischen Zellmembranen einen Anteil von bis zu 30% aus.[**! Ein wichtiges Sterin,
welches hdufig in tierischen Zellmembranen aufzufinden ist, ist Chol. Hier dient es zum einen der
Modulation der Permeabilitat und Struktur der Membran und leistet dartiber hinaus auch einen Beitrag
zur Membranstabilitat.?®  Aufgrund dieser Eigenschaften, sowie der leichten kommerziellen
Zugéanglichkeit, wurde als nachster Schritt hin zur Komplexitdt biologischer Zellen entschieden,
gemischte Lipid-Oligobilagen aus DMPC und Chol zu untersuchen.

Parallel zu den in der vorliegenden Arbeit prasentierten Forschungsergebnissen, untersuchte auch
Andreas Stocklin im Arbeitskreis Dahint den Einfluss von Chol auf die Struktur von Modellmembranen.
Hier zeigte sich der stabilisierende Effekt von Chol auf Oligobilagen. Durch die Einlagerung des Sterins
wurde weniger Lagenverlust beim Kontakt der Proben mit wassrigen Phasen, sowie geringere
Quellungen durch Zugabe von Salzen beobachtet. Eine ausflihrliche Untersuchung der Einfliisse
unterschiedlicher Chol-Anteile in Membranmodellen kann in seiner Dissertation nachgelesen
werden.[156]
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Tabelle 5.6: Angewandtes Modell zur Simulation der NR-Profile von DMPC-Oligobilagen mit 20%
Chol-Gehalt. Im Vergleich zum in Abschnitt 5.3 beschriebenen Modell wurden die Parameter der
Lipid-Kettengruppen gemag Literaturangaben™ unter Annahme einer gleichméRigen Verteilung des
Chol, sowie auf Basis der in Abschnitt 5.1 beschriebenen Voruntersuchungen angepasst. Aufgrund
der angenommenen Deformierung der Kopfgruppen zur Abschirmung der hydrophoben Chol-
Molekile gegen die Flussigphase wurde die Dicke der damit assoziierten Schicht dy,, fr die

Messung unter D,0 mit angepasst. Fiir die anschliefenden Probebedingungen wurde dieser Wert

als Verknilipfung Gibernommen, sodass er fiir alle NR-Profile gleichzeitig optimiert wurde.

Wieder- . SLD iSLD .
holungen 4[A] [1076A2] | [107°A7?] ¢ 1%l
Silizium 1 - 2,07 0 0
Silizium-
. 1 15 3,47 0 0
oxid
Kopf dkops Pkopf Piip buip
O Ketten 1 30,75 -0,3 Pilip ¢lip
“0 Kopf dkopr Pkopf Pilip bup
D,0 1 dyy — — 100
?_1 Kopf dKopf Pkopf Pilip ¢lip
9 Ketten N_3 30,75 -0,3 Pilip buip
l‘o Kopf dKopf Pkopf Pilip ¢lip
D,0 2 oy — — 100
?_1 Kopf dkops PKopf Pitip buip
0 Ketten 1 30,75 -0,3 Pilip Duip
‘to Kopf dkopr PKopf Pitip buip
D,0 2 dys - - 100
?_1 Kopf dkops Pkopf Piip buip
9 Ketten 1 30,75 -0,3 Pilip Dduip
l‘o Kopf dkops Pkopf Piip buip
D,0 (Bulk) - - - 0 -

Fur die vorliegende Arbeit wurde ein Chol-Gehalt von 20% festgelegt, da solche Proben sowohl eine
gute Stabilitat als auch ausreichend groRe Bilagenabstande zeigten, um ein Eindringen von AuNPSs zu
ermoglichen. Hierzu wurden entsprechende Proben mit dem in Abschnitt 4.3 beschriebenen
kombinierten Messaufbau fir NR und ATR-FTIR-Spektroskopie am Instrument FIGARO des ILL
untersucht. Hiermit war im Gegensatz zu den in vorigen Abschnitten beschriebenen Proben die
simultane Untersuchung mit beiden Messmethoden an derselben Probe mdoglich, was den Faktor der
Probe-zu-Probe-Variation bei getrennten Untersuchungen eliminiert. Eine rudimentére Beschreibung
der Ergebnisse ist auch in Abschnitt 4.3.1 zu finden, wobei an dieser Stelle eine genauere Beschreibung
der gewonnenen Erkenntnisse gegeben werden soll. Der experimentelle Ablauf erfolgte dabei analog
zur Untersuchung reiner DMPC-Oligobilagen, wie in Abschnitt 5.3.2 beschrieben. Es kamen hierbei
kationische AUNPs mit einem Durchmesser von 2 nm zum Einsatz, deren GroRRe kurze Zeit vor den
Untersuchungen mithilfe von SEM bestatigt wurde.
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Das zur Anpassung der NR-Profile verwendete Modell ist in Tabelle 5.6 dargestellt. Ein grundlegender
Unterschied im Vergleich zu dem zuvor beschriebenen Modell fir reine DMPC-Oligobilagen ergibt sich
durch die strukturellen Einfllisse des eingelagerten Chol. Da es sich hierbei um ein lipophiles Molekiil
handelt, lagert es sich primér in den Kettengruppenschichten der Bilagen ein. Um die Exposition zur
wassrigen Phase zu vermeiden, orientieren sich die Kopfgruppen der Phospholipide um, sodass der
hydrophobe Bereich gegen die Umgebung abgeschirmt wird. Somit ist die lokale Dicke der
Kopfgruppenschicht verringert, und Uber die gesamte Schicht ist mit einer Zunahme der Rauigkeit
relativ zu reinen DMPC-Oligobilagen zu rechnen. In Voruntersuchungen an trockenen Oligobilagen
(siehe Abschnitt 5.1) konnte dies bestatigt werden. Weiter war hier auch eine leichte Zunahme der Dicke
der Kettengruppenschicht zu erkennen. Auch dieser Umstand erscheint aufgrund der Grof3e des Chol
und der DMPC-Kettengruppen sinnvoll. Die in Abschnitt 5.1 erhaltenen Dicken der Kettengruppen-
Schicht wurden fiir das hier verwendete Modell Gibernommen und nicht angepasst, da davon auszugehen
ist, dass sich diese durch die Hydratisierung der Probe nicht signifikant dndern. Analog zu den
Voruntersuchungen wurde auBBerdem unter Annahme einer gleichméBigen Verteilung des Chol auf die
Kettengruppenschichten die SLD pgetre mischrim di€ser nach Gleichung (5.1) berechnet und als
konstant festgelegt. Die Anpassung der NR-Profile anhand des beschriebenen Modells erfolgte fir alle
Probenbedingungen simultan. Dabei wurden die SLD der Flussigphase p,, und die Dicke d,, der mit
den Kopfgruppen assoziierten Schicht nur fir die Messung unter D,0 angepasst und mit den
entsprechenden Parametern der anderen Profile verknipft, sodass diese fiir alle Bedingungen
gleichzeitig optimiert wurden. Analog zu den zuvor beschriebenen Modellen wurden drei
unterschiedliche Wasserschichtendicken d,,,; angepasst, wobei die erste und letzte Wasserschicht
jeweils separat zu den inneren Wasserschichten bestimmt wurden. Im Gegensatz zur Untersuchung an
reinen DMPC-Oligobilagen oder trockenen Filmen konnten in den NR-Profilen keine Kiessig-

100 E
10’2;
10‘4;—

v 10 3 *0....,0“’0

0t %:I‘ e

1070 F ¢ D0

[ o 50 mM MgCl, ‘es o .
1072 ;— 10 pg/ml 5 nm AuNP !II % .
L e 40 pg/ml 5 nm AuNP |
10-14 C 1 ] | | L | " )

0,00 0,04 0,08 0,12 0,16 0,20

QAT

Abbildung 5.9: Erhaltene NR-Profile von Oligobilagen aus 80% DMPC und 20% Chol auf Si-
Substraten unter D,0 und nach Zugabe von MgCl, und AuNP. Anpassungen nach dem in Tabelle
5.6 beschriebenen Modell sind als transparente Linien eingezeichnet. Die so erhaltenen Parameter
sind in Tabelle 5.7 zu finden.
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Oszillationen erkannt werden, welche Aufschluss Gber die Zahl der Bilagen geben wiirden. Somit wurde
dieser Parameter ermittelt, indem die Zahl der inneren Wiederholeinheiten variiert und die daraus
resultierende Anderung der Anpassungsgiite y? notiert wurde. Die nach Simulation erhaltenen
Parameter sind in Tabelle 5.7 zu sehen und werden im Folgenden genauer beschrieben. Die gemessenen
und simulierten NR-Profile sind in Abbildung 5.9 dargestellt.

Die Simulation des NR-Profils unter reinem D, 0 ergab eine Zahl von 19 Bilagen. Somit wurde trotz
gleicher Konzentration bei der Probenpraparation und gleicher Trocknungsmethode eine dickere Probe
erhalten als bei der Praparation von reinen DMPC-Oligobilagen. Gleichzeitig ergab sich eine Abnahme
der Dicke der Kopfgruppenschichten dy, r um etwa 0,74 A. Dieser Effekt war wie beschrieben anhand

der theoretischen Grundlagen anzunehmen. Da auch die Zunahme der Dicke der Kettengruppenschicht
gering ausfiel (siehe Abschnitt 5.2.2), erschien auch die Gréfenordnung des hier beschriebenen
Einflusses auf d,,; sinnvoll. Weiter wurde eine groRere Rauigkeit o der Probe, sowie ein erhéhter
Wasseranteil ¢,, ;;,, beobachtet. Dies spricht daflr, dass es bei der Einlagerung von Chol in den Bilagen
zur Ausbildung lokaler Lécher kommt, wie auch in den Arbeiten von Andreas Stdcklin beschrieben.
Hierin wurde mithilfe von Rasterkraftmikroskopie beobachtet, dass Proben mit hohem Chol-Anteil zwar
eine insgesamt homogenere Oberflache, jedoch sich in dieser groRere zusammenhéngende Lécher

Tabelle 5.7: Erhaltene Parameter der Anpassungen von Oligobilagen aus 80% DMPC und 20%
Chol bei Interaktion mit MgCl, und AuNP unter Verwendung des in Tabelle 5.4 beschriebenen
Modells. Die SLD der Flussigkeitsphase p,, wurde nur fir die Messung unter D, 0 angepasst und fir
die anderen Zustdnde verknipft, da aufgrund der Totalreflexionskante der NR-Profile keine
signifikante Anderung des Parameters zu erwarten ist. Da fiir die Dicke der Kopfschichten d,, in
ersten Tests ebenso keine signifikanten Anderungen zu erkennen waren wurde fiir diesen Parameter
analog verfahren. Die Anpassung der Profile erfolgte fir alle Probenbedingungen gleichzeitig.

ng 408 5nm

Parameter D,0 50 mM MgCl, | 10 5nm AuNP ml
AuNP

x? [10%] 2,10 6,29 11,5 9,48
A
?Q [%] 8,43 £ 0,05 8,73+ 0,01 7,96 + 0,01 12,30 £ 0,07
N 19 16 13 7
du [A] 13,8+ 0,2 36,0+ 0,3 48,6 £ 0,2 66,3 £ 0,2
dyo [A] 14,4+ 0,2 60,1+ 0,2 71,7+ 0,2 92,6 +£0,2
dys [A] 21,2+0,2 109,7 £ 0,3 1254 +£0,2 153,2+£0,2
dKopf [A] 11,96 £ 0,08 dKopf,Dzo dKopf,DZO dKopf,DZO
Pkopf [10‘6 A‘Z] 3,58 £0,03 3,61+ 0,06 3,62+ 0,08 3,78 + 0,09
ipyp [1078 A=2] 9,1+0,1 18,1+ 0,2 28,7+ 0,5 54,9+ 0,9
Pw [10_6 A_2] 6,22 £ 0,01 Pw,p,0 Pw,p,0 Pw,p,0
bw1ip [%] 23,2+0,3 57,6 £0,3 59,8+ 0,3 583+0,3
o [A] 9,66 + 0,09 10,72+ 0,12 9,68 £ 0,16 9,00 £ 0,17
Sw2 1 4,17 + 0,06 4,98 + 0,07 6,43 + 0,09
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zeigten, wohingegen Proben aus reinem DMPC viele kleine Locher aufwiesen.'¢! Die fir die
vorliegende Arbeit gemessenen Bragg-Peaks der Probe waren aulRerdem bedeutend breiter als bei der
Untersuchung an reinen DMPC-Oligobilagen, woraus sich bei der Simulation eine schlechtere
Auflésung AQ/Q ergab. In der Literatur kénnen Falle von &hnlicher Bragg-Peakverbreiterungen von
Lipid-Oligobilagen gefunden werden, die Effekten der endlichen Probenausdehnung, sowie strukturelle
Deformation aufgrund von Scherkraften zugeschrieben wurden.*®! Es ist denkbar, dass die Einlagerung
von Chol in die Bilagen ebenso zu strukturellem Stress in den Bilagen fuihrt und somit die Bragg-Peaks
verbreitert. Eine andere Mdglichkeit ware, dass es durch die Einlagerung zu gréRerer Doménenbildung
kommt als zundchst angenommen. Eine solche Annahme wirde jedoch eine grundlegende
Uberarbeitung des verwendeten Modells zur Anpassung der Reflexionsprofile hinsichtlich einer
inkohdrenten Kombination Chol-reicher und -armer Spezies benétigen. Wie in Abschnitt 5.3 erwahnt
wurde dies zugunsten eines mdglichst einfachen Modells an dieser nicht berticksichtigt. Zusatzlich
wirde der Einsatz eines inkohédrenten Modells in der zur Auswertung verwendeten Software die
Verknupfung équivalenter Parameter bei unterschiedlichen Probenbedingungen nicht erlauben, was
jedoch genutzt werden sollte, um méglichst robuste Werte flr diese zu erhalten. Dartiber hinaus zeigte
der Vergleich mit den in Abschnitt 5.3.2 untersuchten Proben dickere Wasserzwischenschichten, was
auf erhohte repulsive Wechselwirkung zwischen den Bilagen hinweist. Dieser Umstand kann nicht
eindeutig erklart werden. Es wére moglich, dass es sich hierbei um einen Effekt von kontaminiertem
D, 0 handelt. Da die Flissigphase des untersuchten Systems nicht gepuffert war, kénnen auch sehr
geringe Mengen von wasserloslichen Stoffen starke Auswirkungen haben. Auch kénnte durch geldstes
CO; aus der Luft die Flissigphase angeséuert worden sein, was ebenso Einfluss auf die erhaltenen
Parameter haben kann. Neben den bereits beschriebenen Anderungen durch Einlagerung von Chol
konnte auRerdem eine Zunahme von y2 um etwa eine GroRenordnung beobachtet werden.

Die Zugabe von 50 mM MgCl, fihrte wie in vorherigen Untersuchungen zu einem Quellen der Probe
und der damit einhergehenden Verschiebung der Bragg-Peaks zu kleinen Streuvektoren Q. Dieser Effekt
war jedoch mit einem Quellfaktor von S,,, = 4,17 + 0,06 weniger als halb so groRR als bei der
Untersuchung reiner DMPC-Oligobilagen. Es kann angenommen werden, dass durch die Hydrophobie
des eingelagerten Chol die Anlagerung von Mg?*-lonen an die Kopfgruppenschicht veringert wird.
Passend dazu konnte auch kein Einfluss auf die SLD der Kopfgruppenschicht py,,,» beobachtet werden.
Die Probe zeigte auBerdem einen bedeutend geringeren Lagenverlust als durch den Quellprozess als
dies an der reinen DMPC-Probe beobachtet wurde (16% gegeniber 47%), dahingegen stieg jedoch der
Lésungsmittelanteil in den Schichten ¢, ;;;,, starker an. Dies spricht dafir, dass entgegen der eingangs
beschriebenen Annahme einer Stabilisierung der Probe die laterale Stabilitat der Bilagen durch das
eingelagerte Chol eher abnahm. Der geringere Lagenverlust weist auf eine erhohte Stabilitat des
Gesamtsystems hin, ebenso wie die geringere Quellung der Probe. Weiter fiel die Zunahme der iSLD
piip Und Rauigkeit o der Probe geringer aus als bei der Untersuchung aquivalenter Bedingungen an
reinen DMPC-Oligobilagen, was mdglicherweise auf eine Versteifung der Bilage und somit geringere
Welligkeit hinweist. Ein weiteres Indiz, welches diese Annahme bekraftigt ist, dass die Zugabe des
Salzes nahezu keinen Einfluss auf die Aufldsung AQ/Q bei Untersuchung der gemischten Probe hatte.
Insgesamt scheint es so, dass das Oligobilagen-System durch die Beimischung von Chol versteift und
orthogonal zur Ebene stabilisiert wurde, es jedoch beim Quellen zu einem gestiegenen Materialverlust
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innerhalb der einzelnen Bilagen kam. Um dies eindeutig zu bestatigen wéren jedoch Untersuchungen
mit bildgebenden Methoden wie AFM unter den hier beschriebenen Bedingungen vonnoten.

Die Zugabe von 10 pg/ml AuNP zur Flissigphase fiihrte zu einem weiteren Quellen der
Wasserzwischenschichten um etwa 20%. Ein Vergleich mit der Untersuchung an reinen DMPC-
Oligobilagen ist hier jedoch nur begrenzt méglich, da bei diesen die Zugabe der AuUNPs bei einer anderen
Konzentration von MgCl, erfolgte. Relativ zum vorangegangenen Zustand zeigt das gemischte System
jedoch einen deutlich starkeren Einfluss. Dabei nahmen auch ¢, ;;;, und p; ;;,, leicht zu, wohingegen o
etwas abnahm, was dafiir sprechen konnte, dass gemischte Bilagen durch AuNPs weniger starken
strukturellen Anderungen ausgesetzt werden als Proben aus reinem DMPC. Verglichen mit der Zugabe
des Salzes war der Einfluss hier jedoch sehr gering und wie bereits beschrieben der Vergleich mit den
aus der Untersuchung reiner DMPC-Oligobilagen erhaltenen Parametern nur bedingt méglich. Die SLD
der Kopfgruppen pg,ps blieb hingegen erneut unverandert. Dartber hinaus gingen beim Quellprozess
drei weitere Bilagen verloren, was jedoch noch immer in einer ausreichend dicken Probe resultierte, um
belastbare Ergebnisse zu erhalten. Nichtsdestotrotz war die Simulation des Modells deutlich schwieriger
als die des vorherigen Probenzustandes. Inshesondere der zweite Bragg-Peak bei Q ~ 0,10 A= war
weder in seiner Intensitat noch Lage zufriedenstellend anzupassen.

Die Erhéhung der AuNP-Konzentration auf 40 ug/ml resultierte in einem deutlichen Quellen der Probe
um etwa 29%. Hierbei wurde keine weitere Zunahme von ¢, ;;;, beobachtet. Die Rauigkeit o nahm
leicht ab, was als Versteifung der Bilagen durch angelagerte NPs interpretiert werden kann. Gleichzeitig
wurde jedoch ein Verlust der Hélfte der Bilagen beobachtet. Es ist hierbei jedoch unklar, ob dies durch
den Quellprozess oder durch direktes Abtragen durch die AuNPs vonstattenging. Dariiber hinaus wurde
jedoch eine leichte Zunahme von pk,,, r beobachtet. Da die SLD von Gold p,4,, groRer als die der DMPC-
Kopfgruppen ist, konnte dies auf eine Anlagerung der Partikel an die Kopfgruppenschicht hindeuten.
Unter Annahme einer gleichméaBigen Verteilung der Partikel und Vernachlassigung der auf diesen
adsorbierten Tenside ergibt sich der Anteil der AuNP in den Schichten x,, aus dem Verhaltnis der
erhaltenen pg,,r,; der Messungen nach Zugabe von MgCl, und nach Zugabe der AuNP:

_ Pkopf (40 ug/ml AuNP) — Pkopf (50 mM MgCl,) -

XAu 4% (5.5)

PAu ~ Pkopf (50 mM MgCl,)

Es muss jedoch angemerkt werden, dass die Simulation dieser Probenbedingung bedeutend schlechter
als die der vorherigen ausfiel und die Zunahme weniger als zwei Standardabweichungen betrug. Der
erhaltene Wert muss somit kritisch betrachtet werden. Es kann jedoch somit gezeigt werden, dass bei
einer ausreichend guten Simulation tber die erhaltenen Parameter das AusmaR der Einlagerung der
AUNPs abgeschétzt werden kann. Ein Eindringen der AuNP in die Kettenschicht der Bilagen kann
aufgrund der Einschrénkungen des Modells hinsichtlich der Fixierung der Schichtparameter nicht
nachgewiesen werden. Es wurde daher versucht, diese Parameter bei Messungen in Gegenwart der
AuUNPs mit anzupassen, was jedoch die Anpassungsgute nicht verbesserte und zu insgesamt
unrealistischen Parameterwerten fiihrte.

Zusatzlich wurde eine deutliche Zunahme von p; ;;;, beobachtet. Aufgrund der Grundannahme, dass
dieser Parameter das Ausmal der off-spekularen Streuung beschreibt, kann hierliber keine quantitative

Aussage zu x,, getroffen werden. Da jedoch ips, = —16-1078 A=2(49 uym mehrere
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GroRenordnungen groRer ist als die iSLD der trockenen DMPC-Kopfgruppen ip,’f{o‘;f}‘e" = —0,06 -

1078 A~2, konnte die deutliche Zunahme des Parameters auch auf eine signifikante Prasenz der Partikel
in den mit der Probe assoziierten Lagen des Modells schlieRen lassen. Zwar ist auch ip,,, kleiner als die
iSLD der Lipid-Bilagen vor Zugabe der AuNP und insbesondere danach, eine Kombination der
ublicherweise durch die iSLD beschriebenen Neutronenabsorption mit verstérkter off-spekularer
Streuung konnte jedoch die starke Zunahme des Modellparameters erkléren.

Neben den beschriebenen Anderungen der Modellparameter wurde auch eine deutliche Zunahme von
AQ/Q beobachtet. Es ware denkbar, dass durch die geringe Zahl der tbrigen Bilagen die vereinfachte
Annahme, dass die inneren Wasserzwischenschichten dieselbe Dicke d,, aufweisen nicht mehr
gegeben ist. Unterschiedliche Dicken der inneren Wasserzwischenschichten konnen in einer
schlechteren Auflosung resultieren. Durch die Verwendung zusatzlicher separat simulierter
Wasserzwischenschichten-Dicken wirde das Modell jedoch zu komplex werden, um verlassliche
Parameter zu erhalten.

Schlussendlich kann anhand der erhaltenen Ergebnisse gesagt werden, dass am gemischten System ein
deutlicherer Einfluss der NPs auf die untersuchten Oligobilagen zu beobachten war, als dies bei Proben
aus reinem DMPC der Fall war. Die erhaltenen Ergebnisse beider Proben lassen sich jedoch nur bedingt
vergleichen, da die Ausgangslage bei Zugabe der NPs verschieden war. Innerhalb einer Messserie lieRen
sich die Einfliisse dahingegen gut erkennen, jedoch waren gerade bei grdéReren Quellungen die
Simulationen der NR-Profile mit dem verwendeten Modell weniger belastbar. Ahnlich wie in Abschnitt
5.3 beschrieben kénnte durch Verwendung eines gemischten Modells aus unterschiedlichen Zahlen von
Bilagen die Anpassung weiter verbessert werden, was jedoch diesen Prozess weitaus komplexer
gestalten wirde. Auch wére somit eine simultane Anpassung aller Probenbedingungen nicht moglich
gewesen, weshalb weiterhin das vereinfachte Modell verwendet wurde.

Wie eingangs erwéahnt wurden die beschriebenen Untersuchungen mithilfe des in Abschnitt 4.3
beschriebenen kombinierten Messaufbaus durchgefthrt, was die simultane Untersuchung der Probe mit
ATR-FTIR-Spektroskopie ermdglichte. Eine vergleichende Interpretation der Ergebnisse ist somit
belastbarer, da Probe-zu-Probe-Unterschiede vermieden werden.
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Abbildung 5.10: IR-Absorptionsspektrum der untersuchten Probe von DMPC-Oligobilagen mit 20%
Chol unter D, 0. Als Hintergrundsspektrum wurde der gesauberte ATR-Kristall gegen D,0 zu einem
separaten Zeitpunkt gemessen. Storfaktoren flir eine quantitative Auswertung der Spektren sind
deutlich zu erkennen. Im rot markierten Bereich ist das periodische Signal der Etalons zu erkennen.
In den Bereichen von (1300 ~ 2000) cm™* und (3400 ~ 4000) cm ™1 sind starke Rotationsbanden
von H, 0 aus der Umgebungsluft zu sehen.

Ein grundsatzliches Problem bei NR-Experimenten ist die begrenzt verflighare Messzeit. Da
entsprechende Instrumente stark gefragt sind, stehen meist nur wenige Tage zur Verfligung, die optimal
genutzt werden missen, um maoglichst viele Ergebnisse zu erhalten. Aus diesem Grund wurden parallel
zu den hier beschriebenen Untersuchungen weitere Proben untersucht, welche abwechselnd in den
kombinierten Aufbau eingebaut wurden. Zwischen den Messungen wurde sichergestellt, dass alle
Proben bei einer stabilen und kontrollierten Temperatur gehalten wurden und der Durchfluss tber das
Peristaltik-System ungestort blieb. Jedoch bringt der Probenwechsel einige Probleme fir die ATR-
FTIR-Spektroskopie mit sich, die bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet werden mussen.
Zunéchst ist es nicht mehr sichergestellt, dass die Probenausleuchtung f zwischen einzelnen Messungen
identisch ist. Dies wird jedoch wie in Abschnitt 3.7.1 beschrieben vorausgesetzt, um die Abnahme der
Bandenintensitaten beim Lagenverlust zu simulieren und somit spektrale Anderungen zu interpretieren.
Aus diesem Grund kann diese Methode hier nur als Anhaltspunkt, nicht jedoch zur belastbaren
quantitativen Auswertung genutzt werden.

Zwar wurde bei der Justage des IR-Strahlengangs dafiir Sorge getragen, dass die detektierte
Strahlintensitat maximiert wird, jedoch ist anzunehmen, dass die Winkel, in denen die Grenzflache
getroffen wurde, trotzdem leicht voneinander abwichen, insbesondere da die Reflexion aus der
Spektrometerebene heraus zum ATR-Kristall tber frei rotierbare Arme stattfand. Dies flihrt auch zu
weiteren Problemen, welche die Auswertung der IR-Spektren erschweren kénnen. Wie in Abschnitt
4.3.1 beschrieben, kénnen durch unterschiedliche Einfallswinkel an diinnen Proben in den erhaltenen
Absorptionsspektren Etalons auftreten. Diese periodischen Signale kénnen unter Umstdnden mit den

Absorptionsbanden der Probe Uberlagern und verfélschen somit deren Analyse. In den hier
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Abbildung 5.11: Anderung der CH,-Banden der untersuchten Probe von DMPC-Oligobilagen mit
einem Chol-Gehalt von 20%. A Absorptionsbanden im Bereich von 2800 — 3000 cm™!. Die
Abnahme der Banden beim Fortschritt des Experiments ist deutlich zu erkennen. B Normierte
Absorptionen der CH,-Streckschwingungsbanden (Datenpunkte) und simulierte Absorption anhand
der aus NR erhaltenen Parameter (Linien). Zugunsten der Ubersichtlichkeit wurden die Daten der
asymmetrischen Streckschwingungsbande versetzt dargestellt.

beschriebenen Experimenten waren starke Etalons im Bereich von ¥ = (2800 ~ 1400) cm™! zu
erkennen (siehe rot markierter Bereich in Abbildung 5.10). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass
auch die CH,-Valenzschwingungsbanden, welche fur die Auswertung der untersuchten Probe verwendet
werden, dadurch beeinflusst wurden.

Weiter stand zum Zeitpunkt der Messungen, im Gegensatz zu spateren Untersuchungen, keine fest
installierte Zufuhr von Trockengas am Instrument zur Verfligung. Stattdessen wurde eine Stickstoff-
Gasflasche verwendet und Uber einen Druckminderer der Strahlengang des IR-Spektrometers gespiilt.
Aufgrund des offenen Systems war der Verbrauch jedoch so hoch, dass diese lber die Messzeit
mehrfach ausgetauscht werden musste. Somit gab es mehrfach Zeitrdume, in denen die Spilung
unterbrochen wurde und dementsprechend die Luftfeuchtigkeit im Strahlengang wieder anstieg. Dies
hatte zur Folge, dass die erhaltenen IR-Spektren deutliche H,O-Rotationsschwingungsbanden in den
Bereichen von ¥ = (2000 ~ 1300) cm™~! und ¥ = (4000 ~ 3400) cm™! zeigten, wie in Abbildung
5.10 zu sehen ist. Zwar liegen die untersuchten CH,-Valenzschwingungsbanden auferhalb dieser
Bereiche, jedoch koénnen bei groBen Unterschieden der Luftfeuchtigkeit in Probe- und
Hintergrundspektrum die H,O-Rotationsschwingungsbanden noch bis in den untersuchten Bereich
erkannt werden. Das verwendete Hintergrundspektrum war fir alle im aktuellen Abschnitt
beschriebenen Messungen das Einkanalspektrum eines frisch gereinigten ATR-Substrats gegen D, 0,
welches zu einem separaten Zeitpunkt aufgenommen wurde. Zwar war somit von einer weiteren
Abweichung der Spulung und Probenausleuchtung auszugehen, hinsichtlich der ohnehin bestehenden
Probleme wurde die Verwendung dieses Hintergrundspektrums jedoch als geeigneter erachtet als die
ursprunglich vor jeder Probenmessung aufgenommenen Hintergrundspektren des Strahlengangs ohne
ATR-KTristall. Somit konnte die Auswertung anhand eines konstanten Hintergrunds stattfinden.
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Da fiur die Auswertung der aufgenommenen Absorptionsspektren nur der Bereich von
¥ = (3000 — 2800) cm™?! von Interesse war, wurde eine simple Basislinienkorrektur mithilfe einer
Geraden zwischen den beiden Datenpunkten der jeweiligen Messung vorgenommen. Die erhaltenen
Spektren der CH,-Valenzschwingungsbanden sind in Abbildung 5.11 A zu sehen. Im Allgemeinen
folgen die Bandenintensitaten dem nach der Auswertung der NR-Profile zu erwartendem Trend. In
jedem Schritt wurde eine Abnahme der Intensitdten beobachtet. Diese kénnen wie auch in zuvor
beschriebenen Untersuchungen sowohl tiber einen Quellprozess als auch tiber einen Verlust von Lipid-
Bilagen erklart werden, da sich in beiden Fallen weniger Absorbanden im intensiven Teil des
evaneszenten Feldes befinden. Die CH»-Valenzschwingungsbanden wurden zusétzlich mithilfe von
Lorentz-Funktionen angepasst, die so erhaltenen Bandenintensitdten sind in Abbildung 5.11 B als
Datenpunkte abgebildet. Diese wurden normiert, indem sie durch den Wert der ersten Messung unter
D,0 geteilt wurden. Somit ist der relative Verlauf der Bandenintensitaten gut ersichtlich. Der
Intensitétsverlust bei Zugabe von MgCl, und 10 ug/ml AuNP ist deutlich zu erkennen, jedoch keine
signifikante Anderung nach Erhohung der AuNP-Konzentration, da zwar die Amplitude der angepassten
Bande geringer ausfiel als bei der vorherigen Messung, jedoch die Bandenbreite zunahm. Das
Peakzentrum blieb dabei unveréndert. Nach den aus der Anpassung der NR-Profile erhaltenen
Parametern wére mit einer deutlichen Abnahme der Bandenintensitdten zu rechnen gewesen, da hier
sowohl ein Quellprozess als auch Lagenverluste erhalten wurden. Es wére moglich, dass die
Abweichung der Ergebnisse durch die Anlagerung der NPs begriindet ist, da diese mit dem Tensid
MACI stabilisiert sind, welche selbst CH.-Gruppen enthalten, die zu Absorptionsbanden im
untersuchten Spektralbereich fiihren, aufgrund ihrer chemischen Umgebung jedoch verschoben sein
kénnen. Somit konnte die Bandenbreite erhéht und der Intensitatsverlust teilweise kompensiert werden.
Um dies zu bestatigen, ware eine Untersuchung der Partikel in Ldsung ohne Gegenwart von Lipid-
Oligobilagen vonnoten. Eine solche Losung zeigt jedoch keinerlei Absorptionsbanden, die den Partikeln
zugeordnet werden konnten, weshalb die Vermutung an dieser Stelle nicht abschlieRend bestétigt oder
widerlegt werden kann. Es ware auch mdglich, dass der beobachtete Effekt auf eine Faltung der
Absorptionsbanden mit den Etalons zuriickzufiihren ist. Insbesondere die groRere Absorption zwischen
den Absorptionsbanden bei ¥ ~ 2875 cm™! lasst diese Schlussfolgerung sinnvoll erscheinen.

Anhand der aus der Anpassung der NR-Profile erhaltenen Parametern wurde der anzunehmende Verlauf
der Bandenintensitdten nach 3.7.1 simuliert. Wie bereits erwahnt, ist diese Methode aufgrund der nicht
erflllten grundlegenden Annahmen nur bedingt aussagekraftig, jedoch kénnen hiermit die Unterschiede
zwischen den erhaltenen Ergebnissen verdeutlicht werden. Die nach den Parametern zu erwartenden
Verlaufe der Bandenintensitédten sind in Abbildung 5.11 B als Linien eingezeichnet. Die Abnahme der
symmetrischen Valenzschwingungsbande vcy, sym nach Zugabe von MgCl, zur wassrigen Phase
stimmen fur beide Messmethoden iberein, wahrend bei der asymmetrischen Valenzschwingungsbande
VcH,,asym anhand der Parameter aus der NR-Auswertung eine geringere Anderung zu erwarten gewesen
waére. Bei Betrachtung der weiteren Messbedingungen wurden weitere Abweichungen offensichtlich.
Die Simulation lieR eine geringere Abnahme beider Bandenintensitdten nach erster Zugabe von NPs
erwarten als gemessen, da laut den NR-Profilen nur ein geringer Quellprozess und wenig Lagenverlust
stattfand. Der Intensitdtsverlust bei Erhéhung der AuNP-Konzentration sollte dahingegen deutlich
stérker ausfallen. Zwar kann an dieser Stelle wie bereits erwéhnt ein kompensierender Effekt durch
Absorption der an den Partikeloberflachen adsorbierten Tenside erwartet werden, jedoch ist unklar, ob
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dieser ein solches Ausmal3 erreichen kann. Wahrscheinlicher erscheint, dass die Abweichungen beider
Methoden auf die bereits beschriebenen Probleme durch den Probentausch zwischen den einzelnen
Messungen zurlckzufihren sind.

In diesem Abschnitt wurde die Interaktion von kationischen AuNPs mit gemischten Lipid-Oligobilagen
aus DMPC und Chol untersucht. Es konnte ein eindeutiger Einfluss der Partikel auf die Lipid-Probe
nachgewiesen werden. Aufgenommene NR-Profile zeigten sowohl eine VergrélRerung der
Wasserzwischenschichten als auch ein teilweises Abtragen der Bilagen. Dieser Effekt wurde durch
Erhohung der Partikelkonzentration weiter verstarkt. Eine genaue Ortung der Partikel in den Proben war
jedoch nur begrenzt moglich. Zwar zeigte die SLD der Kopfgruppenschicht eine leichte Zunahme bei
Interaktion mit einer grofRen Partikelkonzentration, jedoch war der Wert nur zwei
Standardabweichungen von der Messung ohne AuNP entfernt und somit statistisch nicht signifikant.
Um eingelagerte NPs besser lokalisieren zu kdnnen, kénnte fur zuklnftige Untersuchungen durch
Mischung von deuterierten und protonierten Lipiden beziehungsweise D,0 und H,0 als Lésungsmittel
der Kontrast von Probe und Flissigphase variiert werden. Dies wirde ermdglichen, durch
Parameterverknlpfung aquivalenter Probenbedingungen mit unterschiedlichem Kontrast die Parameter
weiter einzugrenzen. Weiter wére es somit auch mdglich, die SLD der Lipide und des Lésungsmittels
S0 anzupassen, dass sie in NR nicht mehr zu unterscheiden sind. Somit wiirden die gemessenen Profile
nur noch auf den adsorbierten Partikeln beruhen, welche dann eindeutig zu lokalisieren wéren. Solche
Experimente sind jedoch komplex und benétigen eine gute Reproduzierbarkeit des Probenverhaltens.
Fur die vorliegende Arbeit konnten Untersuchungen dieser Art nicht durchgefiihrt werden.

Ein Vergleich der erhaltenen Ergebnisse mit denen aus den Untersuchungen an reinen DMPC-Proben
in Abschnitt 5.3.2 zeigt, dass die Beimischung von Chol sowohl strukturelle Einflusse auf die Probe an
sich hatte als auch deren Interaktion mit den AuNPs abschwachte. Zwar zeigten gemischte Lipid-
Oligobilagen eine grofere Rauigkeit und die Ausbildung groRerer Locher innerhalb der einzelnen
Lagen, jedoch wurde die Probe gegen duRere Einflisse stabilisiert, was zu weniger Lagenverlust durch
aulere Einflusse flhrte. Auch wurden gemischte Proben seltener beim ersten Kontakt mit der
Flussigphase abgetragen, was insbesondere flir Messzeiten an NR-Instrumenten von Vorteil war, da die
Notwendigkeit haufiger Probenpréparationen somit wegfiel. Auch die Untersuchung der Probe mithilfe
von ATR-FTIR-Spektroskopie zeigte die beschriebenen Effekte bei Interaktion der Probe mit MgCl,
und AuNPs, jedoch in einem geringeren Ausmaf als nach den Simulationen der NR-Profile zu erwarten
war. Als Hintergrund dieser Abweichung wird ein kompensierender Effekt durch die an den
Partikeloberflachen adsorbierten Tenside vermutet sowie systematische Fehler, welche auf den
Probenwechsel zwischen den einzelnen Messungen zuriickzufuihren waren. Fiir weitere Untersuchungen
sollte auf diese verzichtet werden, um die damit einhergehenden Probleme wie Etalons und
unterschiedliche Probenausleuchtung zu vermeiden.
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6. Untersuchungen an Lipid-Bilagen mit integralem
Gramicidin

In Kapitel 5 der vorliegenden Arbeit wurden die Interaktionen eines vereinfachten
Zellmembranmodells, welches ausschlieflich aus Lipiden bestand, mit MgCl, und AuNPs untersucht.
Biologische Zellmembranen sind jedoch nicht ausschliellich aus solchen, sondern auch aus Proteinen
aufgebaut, welche essenziell fir die Funktionalitat der Zellmembran sind.®® Diese Membranproteine
konnen grob in periphere Proteine, also solche die an der Oberflache der Lipid-Membran adsorbiert
sind, sich jedoch im Cytoplasma oder der wassrigen Umgebung der Zelle aufhalten, und
Transmembranproteine, welche in der Membran eingelagert sind, unterschieden werden.[’? Somit ist
die Verwendung von Membranproteinen der offensichtliche néchste Schritt hin zu einem Modellsystem,
welches eukaryotische Zellen akkurat widerspiegelt. In diesem Kapitel werden Untersuchungen an
Modellsystemen mit einem Transmembranprotein beschrieben. Die Untersuchung an Modellen mit
einem peripheren Membranprotein sind in Kapitel 7 zu finden.

Transmembranproteine sind Proteine, welche in Zellmembranen eingebaut sind und dort ihre naturliche
Funktion austiben.[”?! Fir diese ist neben der Primarstruktur, also der Aminosauresequenz des Proteins,
auch die Sekundér- und Tertidrstruktur des Proteins essenziell. Diese gehen jedoch bei der Isolierung
des Proteins aus der Zellmembran hdufig verloren, womit Untersuchungen an dem Protein wenig
aussagekraftig sind, um den Einfluss auf naturliche Zellen zu verstehen. Die Auswahl an geeigneten
Proteinen, welche bei der Praparation ihre naturliche Faltung beibehalten oder zurlickerlangen kénnen,
ist stark begrenzt und oft sehr kostspielig. Eines der wenigen kommerziell in ausreichender Menge
verfligbaren Proteine ist Gramicidin, welches trocken und in einem isolierten Zustand kauflich
erwerblich ist. Es handelt sich hierbei um ein hydrophobes Protein, welches in den
Kettengruppenschichten von Lipid-Bilagen einlagern kann.'%®l Dabei zeigt es eine helikale Struktur,
waobei sich die hydrophilen funktionellen Gruppen des Proteins im Inneren der Helix befinden. Bei
Einlagern in eine Zellmembran, konnen gegenuberliegende Gramicidine durch eine gestapelte
Anordnung einen lonenkanal tiber die Membran hinweg ausbilden, welcher spezifisch fiir monovalente
Kationen ist.[1% 1981 Somit wird das Gleichgewicht der lonenkonzentration im Cytoplasma gestort, was
zum Zelltod flhrt. In der Natur kommen Gramicidine sowohl in verschiedenen linearen als auch in
cyclischen Formen vor. Lineare Gramicidine unterscheiden sich in ihrer Primarstruktur in der ersten und
elften Aminosaureposition. Somit sind sechs verschiedene lineare Gramicidine bekannt, das Gemisch
derer wird als GramD bezeichnet.[*1 Dieses wurde fiir die vorliegende Arbeit verwendet.

Da es sich bei GramD um ein Gemisch von wasserunldslichen Proteinen handelt, musste der Einbau der
Proteine bereits bei der Préparation der untersuchten Proben erfolgen und konnte nicht durch
anschlieBende Zugabe zur Flissigphase dem Membranmodell zugefiigt werden. Hierzu wurde analog
zu Abschnitt 5.4 ein Gemisch von DMPC und Chol verwendet, wobei ein Teil des Lipid-Gemischs
gegen GramD ausgetauscht wurde. Die Praparation erfolgte wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben per
Rotationsbeschichtung aus CHCI3z auf einem frisch gesduberten ATR-Kristall. Es wurde dabei eine
Stoffmengenkonzentration von 14,8 umol/ml verwendet, was einer 10 mg/ml DMPC-L&sung
entspricht. Die in den nachfolgenden Abschnitten genannten Anteile des Proteins beziehen sich immer
auf die gesamte Stoffmenge. Bei tertidren Mischungen mit DMPC und Chol werden diese zusammen
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als Lipid-Anteil des Ansatzes gerechnet. Somit besteht eine beispielhafte Probe von 10% GramD und
einem Chol-Gehalt von 20% im Lipid-Anteil aus 10% GramD, 18% (90% - 20%) Chol und
72% (90% - 80%) DMPC. Die Proben wurden anschlielend tiber Nacht im Vakuum getrocknet, um
Losungsmittelreste zu entfernen. Erst danach erfolgte der Einbau der préparierten Proben in den
Messaufbau zur Untersuchung mit der jeweiligen Messmethode.

In weiteren Versuchen wurde aufierdem isoliertes GramD auf einer hydrophoben Oberfléche untersucht.
Probenpréparation und Ergebnisse der Untersuchungen sind in Abschnitt 6.2 zu finden.

6.1. Gramicidin-haltige Lipid-Oligobilagen

Wie bereits in vorigen Kapiteln beschrieben, ist die Untersuchung von biologischen Proben mithilfe von
Reflektometrie ein komplexes Unterfangen. Die Anpassung der Reflektometrie-Profile, woraus sich die
gesuchten strukturellen Parameter der Probe ergeben, ist nicht trivial und bedarf der Vorkenntnis des
ungefahren Aufbaus der Probe, um ein geeignetes Modell zu wéhlen. Weiter ist insbesondere die zur
Verfligung stehende Zeit an NR-Instrumenten fir gewohnlich stark begrenzt, weshalb es wichtig ist,
Proben auszuwéhlen, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit verwertbare Ergebnisse liefern. Somit waren
Voruntersuchungen an den Modellsystemen notwendig, welche zunachst mit einfach verfligbaren
Messmethoden stattfanden. Vielversprechende Probenzusammensetzungen wurden spéter mithilfe
komplementarer Methoden naher untersucht.

6.1.1. Voruntersuchungen von Gramicidin-haltigen Lipid-
Oligobilagen mit ATR-FTIR

Der Einfluss von AuNPs auf GramD-haltige Lipid-Oligobilagen sollte mithilfe von ATR-FTIR-
Spektroskopie und XRR untersucht werden. Letzteres scheiterte jedoch, da das Beflllen der
entsprechenden Flussigkeitszellen jeweils zu einem Abldsen der Probe flhrte. Aus diesem Grund
werden in dem aktuellen Abschnitt nur Untersuchungen mithilfe von ATR-FTIR-Spektroskopie
beschrieben.

Erste Untersuchungen fanden an DMPC-Oligobilagen statt, bei denen 10% der Lipide beim Ansetzen
der zur Rotationsbeschichtung verwendeten Ldsung gegen Proteine ausgetauscht wurden. Ein direkter
Vergleich der erhaltenen Spektren, wie in Abbildung 6.1 zu sehen, zeigt einen zusatzlichen Peak bei
7 = 1630 cm™1, welcher bei Proben ohne Proteine nicht zu erkennen ist. Hierbei handelt es sich um
eine charakteristische Schwingungsbande vom Amid-Bindungen. Die Priméarstruktur der Proteine ist
eine Verknipfung von Aminosauren, wobei durch Kondensation der Amin- und Carbonsauregruppen
benachbarter Aminosduren die Peptidbindung entsteht, die chemisch den Amiden gleicht. Bei der
beobachteten Bande handelt es sich explizit um die sogenannte Amid-1 Bande.[**d Lage und Form der
Bande ist dabei nicht nur von der Priméarstruktur des Proteins abhangig, sondern auch von dessen
Sekundarstruktur. Weitere typische Amid-Banden sind die Amid-11 (¥ = (1570 ~ 1470) cm™1!) und
Amid-11l Bande (¥ = (1350 ~ 1250) cm™1), die jedoch aufgrund der starken Si-Absorptionshanden
des ATR-KTristalls nicht zu erkennen sind.['*?l Eine weitere charakteristische Schwingungsbande von
Proteinen ist die Amid-A Bande, welche laut Literatur im Bereich von ¥ = (3500 ~ 3300) cm™?
finden ist.1921 Zwar war in den Spektren der proteinhaltigen Probe in diesem Bereich eine schwache
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Absorptionsbande zu erkennen, jedoch kann hier auch die Valenzschwingungsbande von H, 0 gefunden
werden, welches aufgrund von Luftfeuchtigkeit im Strahlengang oder Kontamination der Fliissigphase
in den Spektren auftauchen kann. Somit ist die Herkunft der Absorptionsbande nicht genau bestimmt,
weshalb sie fur eine zuverlassige Auswertung ungeeignet ist. Weiter ist zu erkennen, dass die CH»- und
CHs-Valenzschwingungsbande im Spektrum der proteinhaltigen Probe bedeutend schwaécher verglichen
mit denen der proteinfreien Probe sind. Beide Spektren wurden auf vcy, qsym Normiert, weshalb sich
dieser Effekt an den stérkeren Si- und D,0-Absorptionsbanden der proteinhaltigen Probe bemerkbar
macht. Diese Beobachtung entspricht der Erwartung, da ein Teil der Lipide, welche den groRten Beitrag
zu den genannten Banden liefern, hier ausgetauscht wurde.

In getrennten Versuchen wurden proteinhaltigen Oligobilage daraufhin einer Lésung von AuUNPs
ausgesetzt, um den Einfluss dieser auf die Probe zu untersuchen. Insbesondere war von Interesse, ob
sich die Form der Amid-I Bande signifikant &ndern wiirde, was auf eine Anderung der Proteinfaltung
hinweisen wiirde. Auch sollte so gepriift werden, ob ein stabilisierender Effekt, ahnlich wie bei Zusatz
von Chol, wie in Abschnitt 5.4 beschrieben, auftritt. Es wurde eine bindre Probe aus DMPC und GramD
untersucht, und eine tertiare, in welcher zusétzlich 30% des verwendeten Phospholipids gegen Chol
ausgetauscht wurde.

Abbildung 6.2 zeigt die die basislinienkorrigierten Spektren der untersuchten Chol-freien Probe vor und
2 h nach Zugabe von 10 ug/ml 2 nm AuNPs. Es war eine deutliche Abnahme sowohl der CH,-
Valenzschwingungsbanden als auch der Amid-1 Bande nach Einwirken der NPs zu erkennen. Im Einzug
ist der zeitliche Verlauf der vy, sym Und Amid-1 Bande aufgetragen. Hierzu wurden die Peaks mithilfe
von Lorentz-Funktionen angepasst, wobei zur akkuraten Anpassung der Amid-1 Bande zwei gefaltete
Funktionen verwendet werden mussten. Die eingetragenen Datenpunkte entsprechen den Fl&chen unter
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Abbildung 6.1: Vergleich von ATR-FTIR-Spektren einer Probe aus DMPC-Oligobilagen mit einer
Probe aus 90% DMPC-Oligobilagen mit 10% GramD, jeweils unter D,0 aufgenommen. Die
Spektren wurden basislinienkorrigiert und auf die asymmetrische CH,-Valenzschwingungsbande
normiert. Durch die Inkorporation des Proteins ist zusatzlich die Amid | Band zu erkennen. Da die
Probe weniger Lipid enthalt, sind die damit assoziierten Banden verglichen mit den Banden von
Silizium und D, 0 schwécher als bei der reinen Probe.
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den erhaltenen Kurven. Bis etwa 30 min nach Zugabe der AuNPs war keine signifikante Anderung der
Peakintensitdten zu erkennen, was in etwa dem Zeitraum entspricht, in dem sich ein Gleichgewicht in
der Partikelverteilung der Flissigphase einstellt. Ab diesem Zeitpunkt war fur beide
Schwingungsbanden eine Abnahme der Intensitit zu beobachten, der bis etwa 45 min nach Beginn der
Messungen fast deckungsgleich verlief, woraufhin jedoch eine schnellere Abnahme der Amid-I Bande
beobachtet wurde. Die kdnnte darauf hinweisen, dass Proteine durch Bindung an die AuNPs aus der
Probe extrahiert wurden. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass die Abweichung der
Intensitatsverlaufe zumindest teilweise auf Probleme bei der Basislinienkorrektur der Amid-I1 Bande
zurlckzufiihren ist. Aufgrund des Auftretens negativer H,O-Rotationsschwingungsbanden, welche
durch eine nicht ausreichende Trocknung bei der Aufnahme des Hintergrundspektrums entstanden, war
das Festlegen der Ankerpunkte der verwendeten Spline-Funktion schwierig. Es konnten so nur wenige
Ankerpunkte nahe der Bande gesetzt werden, was teilweise erhebliche Einfliisse auf die resultierende
Form dieser hatte.

Soll der hier beobachtete Abbau der Absorptionsbanden mit denen der reinen DMPC-Oligobilagen bei
Interaktion mit AuNPs, wie in Abschnitt 5.3.2 zu sehen, verglichen werden, muss zundchst
angenommen werden, dass die Gesamtdicke der Proben ahnlich ist. Da die Intensitat des evaneszenten
Feldes mit dem Abstand zur Substratoberflache exponentiell fallt, sind gleiche Anderungen durch zum
Beispiel Abloseprozesse bei dickeren Proben weniger gut sichtbar als bei dinnen. Aufgrund der
identischen Stoffmengenkonzentration der zur Rotationsbeschichtung verwendeten Ldsung kann diese
Annahme als legitim angesehen werden. Die proteinhaltige Probe verlor Uber den beobachteten
Zeitraum etwa 20~25% ihrer urspriinglichen Bandenintensitdten. Dahingegen wurde bei der
proteinfreien Probe in Abschnitt 5.3.2 ein Intensitétsverlust von 15~20% Uber einen Zeitraum von etwa
3 h beobachtet, was fir einen deutlich langsameren Abbau der Probe durch die AuNP spricht.
Dahingegen war jedoch kein langsamerer Start wie in Abbildung 6.2 zu erkennen und eine Abnahme
war bereits in den ersten Messpunkten zu erkennen. Ein grofRer Unterschied bestand jedoch in den

12} —D,0 1,0¢ >
—— 10 pg/ml 2 nm AuNP ~'7_'0 9
10+ =0,
[CH
—08
c 08¢} o Amid-l
2 7L ‘ ‘ ‘ ‘
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o4
0,2
0,0
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Abbildung 6.2: Einfluss von 2 nm AuNPs auf die CH,- und Amid-1-Banden einer Probe von DMPC-
Oligobilagen mit 10% GramD-Anteil. Der Einzug zeigt die zeitliche Anderung der symmetrischen
C H,-Streckschingungsbande und der Amid-I-Bande nach Zugabe der AuNP. Die Spektren zeigen den
Zustand vor Zugabe (schwarz), sowie das letzte gemessene Spektrum nach Zugabe (rot).
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verwendeten AuNPs. Wahrend fiir die an dieser Stelle diskutierten Messserien AuNPs mit einem
Durchmesser von 2 nm verwendet wurden, waren die proteinfreien Proben in Abschnitt 5.3.2 5 nm
AUNPs ausgesetzt. Dies kann deutliche Einflusse auf die Art der Interaktion von Oligobilagen und NPs
haben.

Um die Geschwindigkeit des Abbaus der proteinhaltigen Probe zu quantifizieren, wurden die
Datenpunkte mithilfe einer Boltzmann-Funktion angepasst (siehe Gleichung (5.3)). Hierbei entsprach
Ay /, dem theoretischen Start-, beziehungsweise Endwert der Bandenintensitat, x, dem Wendepunkt der
angepassten Funktion und dx der Zeitkonstante, welche das Mal fir die Geschwindigkeit des
betrachteten Prozesses darstellt. Ein grofRes dx bedeutet hierbei eine langsame Geschwindigkeit. Die so
erhaltenen Parameter sind in Tabelle 6.2 aufgefiihrt. Es ist zu erkennen, dass sowohl dx als auch x
innerhalb ihrer Standardabweichungen fir die angepassten Kurvenverlaufe ubereinstimmen. Weiter
kann mithilfe der erhaltenen Parameter berechnet werden, welche Zeit bendtigt wird, sodass die
Bandenintensitat eine Abweichung von A, von unter 1% aufweist. Dies kann als Erreichen des
Gleichgewichtszustands gewertet werden. Da Gleichung (5.3) zwischen A; und A, definiert ist, kann
diese mit dem Wert von 1,01 - A, gleichgesetzt und nach x umgeformt werden. Somit ergibt sich:

A — A
Xge = Xo +dx - In (100 . 2 — 1) (61)
2

Fur beide ausgewertete Schwingungsbanden ergibt sich so eine Zeit fir das Erreichen des
Gleichgewichtszustandes von etwa 137 min, was bedeutet, dass dieser zum Ende der Messung noch
nicht erreicht war. Fir die Untersuchung der proteinfreien Probe in Abschnitt 5.3.2 kann eine solche
Abschatzung des Erreichens des Gleichgewichtszustandes nicht durchgefiihrt werden, da aufgrund des
linearen Verlaufs keine Anpassung der Messdaten nach Gleichung (5.3) mdglich ist.

Ein Einfluss der NPs auf die Faltung des Proteins konnte anhand der Form der Amid-I Bande nicht
eindeutig nachgewiesen werden. Zwar konnten Anderungen der Bandenform erkannt werden, da die
Messung jedoch wie oben erwéhnt deutliche H, O-Rotationsschwingungsbanden aufweist, ist unklar, ob
die beobachteten Anderungen aufgrund der Faltung mit diesen oder tatsichlichen strukturellen
Anderungen der Proteine verursacht wurden. Auch Methoden, um die Substruktur der Amid-l Bande
sichtbarer zu machen, wie die Fourier-Selbstentfaltung, benétigen ein Spektrum frei von
atmospharischen Absorptionsbanden, um verlassliche Ergebnisse zu liefern und konnten somit nicht
angewandt werden.
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Abbildung 6.3: Einfluss von 2 nm AuNPs auf die CH- und Amid-I1-Banden einer Probe von Lipid-
Oligobilagen mit 10% GramD-Anteil. Der Anteil der Lipide besteht zu 70% aus DMPC und 30%
aus Chol. Der Einzug zeigt den zeitlichen Verlauf der Intensitdt der symmetrischen CHo-
Streckschingungsbande und der Amid-1-Bande nach Zugabe von AuNPs, wobei die Werte letzterer
zugunsten der Ubersichtlichkeit versetzt abgebildet werden.

In einer weiteren Messserie wurde eine &quivalente Probe untersucht, deren Lipid-Anteil zu 30% aus
Chol bestand. Auch hier wurde die Untersuchung auf ATR-FTIR-Spektroskopie beschrénkt. Die
erhaltenen Spektren und eine Auswertung der untersuchten Absorptionsbanden sind in Abbildung 6.3
dargestellt. Die Probe zeigte keinerlei signifikante Anderung durch die Zugabe der AuNPs im Bereich
der CH,-Valenzschwingungsbanden. Zwar waren im Bereich der Amid-I Bande Anderungen bei
7 =1635cm™! und ¥ = 1645 cm™! zu erkennen, jedoch sind diese ebenso wie die entstandenen
Absorptionsbanden bei ¥ =1617cm™! und ¥ =1652cm™! wahrscheinlich auf H,0-
Rotationsschwingungsbanden zuriickzufiihren. Da die Probe unter diesen Bedingungen Uber 15 h
untersucht wurde, ist eine Anderung der Luftfeuchtigkeit im Strahlengang nicht verwunderlich. Uber
den gesamten Zeitraum wurden keinerlei Anderungen an den Bandenintensititen oder -formen
festgestellt, welche auf eine tatsachliche Anderung an der Probe selbst hinweisen.

Der Einzug in Abbildung 6.3 zeigt hier den zeitlichen Verlauf der Bandenintensitaten, welche analog
zu den in Abbildung 6.2 dargestellten Bandenintensitéten erhalten wurden. Es ist naheliegend, dass die

Tabelle 6.1: Erhaltene Parameter nach Anpassung des zeitlichen Verlaufs der in Abbildung 6.2
aufgeflihrten Bandenintensitaten mithilfe von Boltzmann-Funktionen.

Parameter VCH,, sym Amid-I
A; [em™1] 0,654 + 0,003 0,662 + 0,005
A, [cm™1] 0,510 + 0,004 0,483 + 0,006
X [min] 70,2+ 1,4 69,4+1,7
dx [min] 20,2+ 1,6 189+ 19
R? > 0,99 > 0,99
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Kombination von Chol und GramD die Probe stark genug stabilisierte, dass keine signifikante
Wechselwirkung mit den AuNPs stattfinden konnte.

Eine stabilisierende Wirkung wurde fur geringere Chol-Anteile bereits in Abschnitt 5.4 beschrieben. Es
erscheint daher logisch, dass ein gréRerer Anteil an Chol den Effekt noch einmal verstarkt. Ahnliche
stabilisierende Effekte wurden von Andreas Stocklin fur verschiedene Chol-Konzentrationen in DMPC-
Oligobilagen nachgewiesen. Je mehr Chol in den Proben enthalten war, desto geringer war der Einfluss
zugegebenen MgCl, oder AuNPs. Dies wurde mit einer geringeren Affinitat der Kopfgruppen durch die
eingelagerten Sterole begriindet.[**¢! Daher muss fiir weitere Untersuchungen ein geringerer Chol-Gehalt
gewahlt werden, um eine Interaktion der AuNPs mit den Oligobilagen, insbesondere der eingebetteten
Proteine, beobachten zu kdnnen. Alternativ konnte auch auf das Sterol verzichtet werden, was jedoch
ein Schritt weg von dem Ziel eines realistischen Modellsystems biologischer Zellmembranen ist. Zwar
existieren diese auch Chol-frei, jedoch ist die Untersuchung eines allgemeinen Modellsystems
attraktiver.

6.1.2. Untersuchung proteinhaltiger Lipid-Oligobilagen mithilfe
komplementarer Messtechniken

Aufgrund der zuvor beschriebenen Ergebnisse wurden Probenzusammensetzungen ausgewahlt, welche
mithilfe des in Abschnitt 4.5 beschriebenen Messaufbaus mit NR, ATR-FTIR-Spektroskopie und SE
untersucht werden sollten. Entsprechende Messungen fanden am Instrument D17 des ILL statt. Eine
Untersuchung mit komplementéren Messtechniken bietet hier, wie auch in Abschnitt 5.4 beschrieben,
den Vorteil, den Spekulationsraum, welcher bei Interpretation der erhaltenen Ergebnisse vorhanden ist,
moglichst weit einzugrenzen. Anderungen an den IR-Absorptionshanden, die wie in Abschnitt 6.1.1
eine Anderung an der Probe aufzeigen, konnen somit mittels NR in Einklang mit den daraus erhaltenen
Parametern des Probenaufbaus gebracht werden. Im Umkehrschluss kann anhand der Ergebnisse der
Untersuchung mit ATR-FTIR-Spektroskopie und SE riickgeschlossen werden, ob das zur Simulation
der NR-Profile gewahlte Modell die Probe ausreichend gut beschreibt, um die beobachteten Anderungen
sinnvoll darzustellen.

Analog zu den in Abschnitt 6.1.1 beschriebenen Ergebnissen wurden zwei Proben mit einem GramD-
Anteil von 10% untersucht. Hierbei bestand bei einer Probe der Lipid-Anteil aus reinem DMPC, bei der
anderen Probe waren 20% des Lipid-Anteils durch Chol ausgetauscht. Aufgrund experimenteller
Probleme wurde jedoch bei der Untersuchung der Cholersterol-freien Probe der Durchfluss des
Peristaltik-Systems wéhrend der Messungen gestort. Da dies erst spat bemerkt wurde, wurde nach
Wiederherstellen des Durchflusses der Flussigphase der Probe ein Gemisch aus mehreren
Fremdsubstanzen hinzugefiigt. Die so beobachteten Anderungen kénnen deshalb nicht der Interaktion
mit einer bestimmten Substanz zugeordnet werden, weshalb die Messergebnisse dieser Probe fiir die
vorliegende Arbeit verworfen werden mussten.

Fur die hier diskutierten Untersuchungen wurden zwei verschiedene AuNP-Ansétze verwendet. Diese
wurden im Vorfeld mithilfe von REM charakterisiert. Die als ,,2 nm AuNP*“ bezeichneten Artikel
zeigten hier einen durchschnittlichen Durchmesser von (3,3 £+ 0,5) nm, die als ,,50 nm AuNP*“
bezeichneten Partikel einen von (59 + 10) nm. Die Bezeichnung bezog sich dabei auf die aufgrund der

bei der Synthese verwendeten Tensid-Stoffmengen zu erwartenden PartikelgroRen (siehe Abschnitt
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3.3.2). Bei den Untersuchungen wurden zunéchst die kleineren Partikel in zwei Konzentrationen
verwendet, anschliefend wurden die groBen Partikel hinzugegeben, ebenso in zwei verschiedenen
Konzentrationen.

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Ergebnisse wurden bereits weniger detailliert im Abschnitt 4.5.1
behandelt, primdr hinsichtlich der Eignung des Messaufbaus zur Untersuchung von Proben dieser Art.
Hier wiederum soll explizit der Einfluss der verwendeten Partikel und des Salzes auf die Probe diskutiert
werden. Zunéchst wird hier die mit NR untersuchte Probenstruktur beschrieben. Diese Erkenntnisse
werden anschlieffend mit den Ergebnissen komplementérer Messtechniken in Einklang gebracht.

Das zur Simulation der NR-Profile verwendete Modell ist in Tabelle 6.2 beschrieben. Die einzelnen
Lipid-Bilagen enthalten hier neben DMPC sowohl Chol als auch GramD. Aufgrund der hydrophoben
Eigenschaften des Proteins ist naheliegend, dass dieses, ebenso wie das Sterin, hauptséchlich in den
Kettengruppen der Bilagen lokalisiert ist.** Die SLD der Kettengruppenschicht konnte somit unter
Annahme einer idealen Mischung nach Gleichung (5.1) berechnet werden. Die Struktur der Bilage wird
wie in Abschnitt 5.2.2 bereits beschrieben durch die Einlagerung von Chol modifiziert. Auch das
Gramicidin beeinflusst die Struktur der Bilage. In gegeniberliegenden Kettengruppen-Schichten
eingelagerte Gramicidine kdnnen eine energetisch giinstige gestapelte Anordnung einnehmen und so
einen lonenkanal tiber die Bilage bilden.'*! Somit werden sowohl Dicke, SLD, als auch die Rauigkeit
aller Probenschichten beeinflusst. Fir die Anpassung des Modells waren somit mehr Parameter
vonndten als bei den bereits diskutierten einfacheren Systemen, auch da Voruntersuchungen wenig
Aufschluss lieferten, um den Parameterraum weiter einzugrenzen. Weiter zeigte eine Betrachtung der
Bragg-Peaks und Kiessig-Oszillationen des NR-Profils der Probe unter reinem D, 0 keine ganzzahlige
Anzahl an Bilagen. Ein einfaches Modell wie zuvor konnte somit nicht mehr zur verlésslichen
Simulation genutzt werden. Stattdessen wurde eine Mischung aus zwei Modellen verwendet, die sich in
der Zahl ihrer inneren Wiederholeinheiten (N — 3) um 1 unterschieden. Beide Modelle wurden dabei
gleich gewichtet. Die dquivalenten Parameter zwischen den fiir eine Messbedingung verwendeten
Modellen waren verkntpft. Aufgrund der so gestiegenen Komplexitat konnten jedoch unterschiedliche
Messbedingungen nicht I&nger parallel simuliert werden. Stattdessen wurde jeder Zustand separat
angepasst, ohne dass dquivalente Parameter zwischen den einzelnen Bedingungen verkniipft waren. Die
so erhaltenen Parameter sind in Tabelle 6.3 zu finden, Messpunkte und simulierte NR-Profile in
Abbildung 6.4.
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Tabelle 6.2: Angewandtes Modell zur Untersuchung von Neutronenreflektometrie-Messungen an
Lipid-Oligobilagen mit 10% GramD-Gehalt. Der Lipid-Anteil bestand aus DMPC und Chol im
Verhaltnis 4 : 1. Wie auch Chol verzerrt GramD die Bilagenstruktur und ist hauptsachlich in den
mit den Kettengruppen assoziierten Schichten lokalisiert. Im Gegensatz zu dem in Abschnitt 5.4
beschriebenen Modell konnte hier jedoch die Dicke der Kettengruppen-Schicht dgesee Nicht in
Voruntersuchungen ermittelt werden, weshalb dieser Parameter fur die Simulation mit angepasst
wurde. Die SLD dieser Schicht wurde unter Annahme einer idealen Mischung und vollstéandigen
Lokalisierung des Proteins in der Schicht berechnet. Hierflir wurde die SLD von GramD mithilfe von
Literaturwerten berechnet,[*#+14]

Wieder- ) SLD iSLD
holungen 4[A] [1076A2] | [107°A~?] @ [%]
Silizium 1 — 2,07 0 0
Silizium-
oxid 1 15 3,47 0 0
0 "u‘ Kopf dkopf Pkopf Pitip bup
Y B | Ketten . diotte 0,14 Pilip Pup
‘0‘“5‘ Kopf dkops Pkopf Pijip buip
D,01 dor - = 100
Kopf dkops Pkopf Pitip Pup
Ketten N3 diette 0,14 Pilip bup
Kopf dkopf Pkopf Pitip Pup
D,0 2 oo - - 100
Kopf dkops Pkopf Pijip buip
Ketten . diotte 0,14 Pilip buip
Kopf dkops Pkopf Pijip buip
D,02 dy3 — — 100
Kopf dkopf Pkopf Pilip buip
Ketten 1 dgette 0,14 Pilip bup
Kopf dkopf Pkopf Pitip buip
D,0 (Bulk) - - - 0 -
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Tabelle 6.3: Erhaltene Parameter der Anpassungen von Lipid-Oligobilagen mit 10% GramD-Anteil
bei Interaktion mit AuNP unter Verwendung des in Tabelle 6.2 beschriebenen Modells. Fir die
einzelnen Probebedingungen wurde eine koh&rente Mischung aus unterschiedlichen Bilagenzahlen
angenommen. Dabei wurde ein Anteil von jeweils 50% flr die einzelnen Bilagenzahlen angenommen
und alle aquivalenten Parameter fiir die anteiligen Modelle verkniipft. Eine Parameterverknupfung
zwischen den Modellen der einzelnen Probebedingungen fand nicht statt. Das kleine x? der
Messungen ab der hohen Konzentration der 2 nm AuNP kam durch eine geringere Zahl von
Messpunkten zustande, da aufgrund fehlender relevanter Anderungen des Reflexionsprofils auf

zeitaufwandige Messungen bis zu hohen Q verzichtet wurde.

102 2mnm | 402 2nm | 102 50nm | 4028 50 nm

Parameter D,0 ml ml ml ml
AuNP AuNP AuNP AuNP

x?[101] 5,89 5,65 3,32 0,26 0,01
AQ/Q [%] 8,96+ 0,01 | 7,69+0,04 | 8054005 | 7,154+0,08 | 9,78 40,08
N 13/14 13/14 13/14 13/14 13/14
dw1 [4] 0,33+1,53 | 0,23+1,41 | 0,65+1,48 | 3,23+0,9 3,21+9,8
duwz [4] 154410 | 158+08 | 166+0,8 14,7+ 0,1 16,9 + 6,1
duws [4] 341+15 | 302+14 | 280+14 | 254+07 26,8+9,6
diopr [A] 9,91+0,93 | 9,8140,76 1060771 9,91+0,93 | 9,03+ 3,79
dyette [A] 294427 | 289421 | 275420 29,4427 | 2894112
Props [107A72] | 2,88 £0,46 | 2,95+042 | 2924041 | 288+046 | 2,82+235
ipyp [1078 A72] 1,2+0,1 4,6+ 0,2 42 +0,2 1,2+0,2 50+ 2,2
pw [1070 A72] 6,08+ 0,01 | 5994001 | 590+0,01 | 592+0,02 | 592+ 0,02
Dw 1ip [%] 61+1 5941 57+ 1 61+1 5946
o [A] 105+ 04 | 103404 | 105403 10,5+ 0,4 12,1+ 2,2
Swa2 1 1,03+ 0,08 | 1,08+ 0,09 | 0,95+ 0,06 | 1,10+ 0,40

Durch die Verwendung des gemischten Modells konnten insgesamt zufriedenstellende Anpassungen der
Reflexionsprofile erhalten werden. Ein signifikanter Einfluss der NPs war jedoch nicht zu erkennen. Da
die gemessenen Profile optisch gréftenteils identisch waren, war zu erwarten, dass auch die simulierten
Probenparameter keine signifikanten Anderungen durch die Interaktion mit AuNPs zeigen wiirden. Es
fallt auBerdem auf, dass die Standardabweichungen der erhaltenen Parameter bedeutend groRer
ausfielen, als dies bei zuvor beschriebenen Untersuchungen der Fall war. So waren beispielsweise die
Standardabweichungen der Schichtdicken Ad; in etwa eine GroRenordnung grofler als die der
aquivalenten Parameter in den in Kapitel 5 diskutierten Simulationen. Insbesondere die Parameter der
Messung nach Zugabe von 40 pg/ml 50 nm AuNPs zeigten sehr groRe Fehlerwerte. Hintergrund war
hdchstwahrscheinlich der deutlich vergroRRerte Parameterraum. Jedoch ist es dennoch mdglich, die
erhaltenen Parameter mit denen der proteinfreien gemischten Lipid-Oligobilagen aus Abschnitt 5.4 zu
vergleichen. Auffallig war, dass die Dicke der ersten Wasserzwischenschicht d,,; unter den
untersuchten Bedingungen deutlich kleiner ausfiel als bei vorherigen Untersuchungen. Ebenso war d,, 3
im Vergleich deutlich groRer. Unter reinem D,0 war lediglich d,,, &hnlich grof? wie bei den zuvor
diskutierten Probenzusammensetzungen. Es kann jedoch nicht eindeutig gesagt werden, ob diese
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Abbildung 6.4: Erhaltene NR-Profile von Lipid-Oligobilagen mit 10% GramD auf Si-Substraten
unter D, 0 und nach Zugabe von AuNP. Der Lipid-Anteil bestand aus einer Mischung von DMPC und
Chol im Verhaltnis 4 : 1. Anpassungen nach dem in Tabelle 6.2 beschriebenen Modell sind als
transparente Linien eingezeichnet. Die erhaltenen Parameter sind in Tabelle 6.3 zu finden.

Beobachtung aufgrund des eingebauten GramD auftrat, oder ob es sich lediglich um eine Anomalie der
Probe handelte. Wie erwartet wurden fur die Dicke der mit den Kopfgruppen assoziierten Schichten
dgops twas niedrigere Werte erhalten, was durch die beschriebene Verzerrung der Schichten durch die

Einlagerung des Gramicidins erklart werden kann.

Ein Einfluss auf die Rauigkeit der Schichten durch die Prdsenz des Proteins verglichen mit den
aquivalenten proteinfreien Proben war nicht zu erkennen. Da dieser Parameter alle Grenzflachen der
Probe beschreibt, ist es moglich, dass der Einfluss des Gramicidins hier nicht zum Tragen kommt, da
dieser in den einzelnen Grenzflachen unterschiedlich stark zur Geltung kommen kann. Dahingegen
zeigte sich jedoch eine deutliche Abnahme der SLD der Kopfgruppen pg,s durch die Inkorporation
des Proteins. Dieser Einfluss kann maglicherweise anhand des lateralen Platzbedarfs der eingelagerten
Proteine erkléart werden. Somit sind weniger DMPC-Kopfgruppen in der Schicht enthalten. Unter
Annahme, dass die Grundflache, an der die Neutronenstreuung stattfindet unverandert blieb, kann
angenommen werden, dass trotz der etwas kleineren Schichtdicke die resultierende SLD geringer
ausfallt. Dies ware jedoch ebenso fiir die Einlagerung von Chol zu erwarten gewesen, weshalb dieser
Erklarungsansatz fraglich erscheint. Da pg,p,s Wie in Abschnitt 5.1 beschrieben abhangig von der
Hydratisierung der Kopfgruppen ist, kdnnte die beobachtete Abnahme des Parameters auf eine
unvollstandige Hydratisierung hinweisen. Auch dies erscheint durch Messbedingungen, bei denen die
untersuchte Probe einer D, 0 Flussigphase ausgesetzt ist, unwahrscheinlich. Da es sich bei Gramicidin
jedoch um ein stark hydrophobes Protein handelt, wére es moglich, dass in dessen Umgebung die
Kopfgruppen eine unvollstandige Hydratisierung aufweisen. Ob dies ausreicht, um den beobachteten
Effekt ausreichend zu beschreiben, ist jedoch fragwurdig. Letztlich kann keine sichere Aussage uber die
Ursache der beobachteten Abnahme des Parameters getroffen werden. Da es sich hierbei um die
Untersuchung einer einzelnen Probe handelte, wéren Wiederholungsmessungen sinnvoll, um ein
einmalig auftretendes Phdnomen auszuschlieRen.
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Abbildung 6.5: Erhaltene ATR-FTIR-Spektren von Lipid-Oligobilagen mit 10% GramD auf Si-
Substraten unter D, 0 und nach Zugabe von AuNP. Der Lipid-Anteil bestand aus einer Mischung von
DMPC und Chol im Verhaltnis 4 : 1. Die Spektren wurden mithilfe einer polynomiellen Anpassungen
basislinienkorrigiert und anschlielend auf die Bandenintensitat der asymmetrischen CHa-
Valenzschwingungsbande normiert. Der Einzug zeigt die Entwicklung beider CHo-
Valenzschwingungsbanden, sowie der Amid-I-Bande nach Anpassung mit Lorentz-Funktionen, wobei
alle Verlaufe auf ihren jeweiligen Wert bei der Messung unter D, 0 normiert wurden.

Die simultan zu den bis hierhin beschriebenen NR-Profilen gemessenen IR-Spektren wurden wie in
vorherigen Abschnitten basislinienkorrigiert und sind in Abbildung 6.5 zu sehen. Die Spektren zeigten
eine deutliche Prasenz von Etalons, was die Basislinienkorrektur erschwerte. Ahnlich wie bei den NR-
Profilen waren nur geringe Anderungen der mit der Probe assoziierten Absorptionsbanden durch
Interaktion mit AuUNPs zu erkennen. Eine schwache Zunahme der Bandenintensititen wurde wéhrend
Fortschreiten der Messserien beobachtet, die jedoch wahrscheinlich auf eine suboptimale
Basislinienkorrektur zuriickzufiihren sind. Die Form der Amid-l Bande zeigte geringfligige
Anderungen, die jedoch auf die Prisenz negativer H,O-Rotationsschwingungsbanden zuriickzufithren
ist. Aufgrund des langen Strahlengangs des verwendeten Aufbaus stand vor Messbeginn nicht genug
Zeit zur Verfugung, diesen ausreichend mit Stickstoff zu spiilen, weshalb die Luftfeuchtigkeit im
Inneren des Tubus-Systems (ber die mehrstiindige Messung abnahm. Insgesamt konnte somit kein
deutlich abweichendes Verhalten der Probe verglichen mit der in Abschnitt 6.1.1 behandelten Chol-
haltigen Probe erkannt werden, obwohl hier ein geringerer Chol-Gehalt gewahlt wurde.

Nachdem die Probe auf ihre Interaktion mit AuNPs untersucht wurde, wurde der Flissigphase 50 mM
MgCl, hinzugefugt. Die so beobachteten Einfliisse auf die NR-Profile und IR-Spektren sind in
Abbildung 6.6 dargestellt. Beide Messmethoden zeigten ein Quellen der Probe durch das Salz. Die NR-
Profile konnten nicht mehr langer mithilfe des zuvor beschriebenen Modells simuliert werden, jedoch
gibt die Lage des Bragg-Peaks Qp,qgy Aufschluss Uber die Dicke der Wiederholeinheiten. Die
beobachtete Verschiebung lasst somit auf einen Quellprozess schlielen, wobei die Dicke der
Wiederholeinheit wie folgt berechnet werden kann:
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dwan = % (6.2)
Mithilfe der Dicke der inneren Wiederholeinheiten der Messung unter D, 0 (Tabelle 6.3) wurde so der
Quellfaktor S,,, berechnet, dessen zeitlicher Verlauf im Einzug von Abbildung 6.6 A zu sehen ist. Erste
Quellprozesse der Probe waren somit nach etwa 45 min zu erkennen. Es ist anzunehmen, dass die
MgCl,-Konzentration zuvor in der Fllssigkeitszelle zu gering war, als dass ein Effekt zu beobachten
gewesen ware. Uber die nachsten 3 h wurde ein Quellprozess bis zu einem Quellfaktor von S,,,, ~ 1,75
beobachtet. Jedoch war auch danach noch ein langsamer Anstieg von S zu erkennen. So wurde nach
etwa 10h S,, ~ 1,83 erreicht. Die beobachteten Anderungen zeigen jedoch nicht nur einen
Quellprozess, da in diesem Fall ein intensiverer Bragg-Peak zu erwarten ware, wie in Simulationen eines
Modells mit entsprechendem Quellfaktor gesehen werden konnte. Auch eine Reduktion der Bilagenzahl
ist nicht ausreichend, um das NR-Profil zu simulieren. Es ist wahrscheinlich, dass durch das starke
Quellen in einer groBeren Unordnung der Probe resultiert, die einen gréfieren Parameterraum bendtigen
wiirde, um das NR-Profil zufriedenstellend zu simulieren. So kdnnten zum Beispiel analog zu dem in
Tabelle 6.2 beschriebenen Modell weitere Spezies mit unterschiedlicher Bilagenzahl verwendet werden.
Aufgrund der Komplexitat wirde dies jedoch auch zu grofReren Ungenauigkeiten der einzelnen
Parameter fuhren.

Im Gegensatz zu den beschriebenen NR-Profilen war der Einfluss des Salzes auf die gemessenen IR-
Spektren ab den ersten Messpunkten zu erkennen (siehe Abbildung 6.6 B). Bereits die erste Messung
zeigte eine geringere Intensitat aller mit der Probe assoziierten Absorptionsbanden. Es wéare maoglich,
dass dieser Unterschied darauf zurlickzufuhren ist, dass NR eine regelméaRige Probenordnung benétigt,
wahrend mit ATR-FTIR-Spektroskopie alle im evaneszenten Feld angeregten Molekiile zur Absorption
beitragen, unabhédngig von ihrer Ordnung. Da in den NR-Profilen jedoch zu Beginn der Messserie
sowohl Bragg-Peaks als auch Kiessig-Oszillationen zu erkennen waren ist anzunehmen, dass die
Ordnung der Probe zu diesem Zeitpunkt noch gegeben ist. Es wére denkbar, dass die &uferen
Wasserzwischenschichten der Proben zuerst zunahmen, was die innere Ordnung zu Beginn der
Messungen weniger stark beeinflussen wiirde. Auch ist der Footprint des IR-Strahls wesentlich kleiner
als der des Neutronenstrahls, womit lokale Effekte méglicherweise lberrepréasentiert sein kdnnten. Eine
parallele Untersuchung mit SE zeigte einen nicht-monotonen Kurvenverlauf innerhalb der ersten
30 min, was auf lokale Anderungen der Probe hinweisen kann, im weiteren Verlauf der Messserie waren
die mit SE erhaltenen Parameter jedoch nicht mehr belastbar (siehe Abschnitt 4.5.1). Die genaue
Ursache flr das unterschiedliche Verhalten der Probe bei der Untersuchung mit NR und ATR-FTIR-
Spektroskopie kann somit nicht geklart werden.
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Abbildung 6.6: Einfluss von 50 mM MgCl, auf Lipid-Oligobilagen mit 10% GramD unter D,0,
beobachtet durch simultane Untersuchung mit NR und ATR-FTIR Uber 10,5 h. Der Lipid-Anteil der
Probe bestand aus einer Mischung von DMPC und Chol im Verhaltnis 4 : 1. A Beobachtete Anderung
an NR-Profilen der Probe. Durch an Lipid-Kopfgruppen angelagerte Mg?*-lonen induziertes Quellen
der Probe wird der Bragg-Peak in den NR-Profilen zu kleinen Streuvektoren @ verschoben. Der
Einzug zeigt den anhand der Position des Bragg-Peaks bestimmten Quellfaktor S,,, der Probe. B
Entwicklung der simultan gemessenen ATR-FTIR-Spektren. Sowohl die CH,-Banden als auch die
Amid-1-Bande zeigen eine Abnahme der Bandenintensitat, wahrend keine relevanten Anderungen an
den Bandenformen zu beobachten sind. Der Einzug zeigt den zeitlichen Verlauf der nach Anpassung
mit Lorentz-Funktionen bestimmten Bandenintensitéaten der symmetrischen CH,-Bande und der
Amid-I-Bande. Beide Verlaufe wurden mit einem exponentiellen Abfall angepasst, die erhaltenen
Verl&ufe sind als Linien eingezeichnet.

Die gemessenen Absorptionsbanden wurden mithilfe von Lorentz-Funktionen angepasst und die Flache
der so erhaltenen Peaks berechnet. Fir die Amid-I Bande wurde dabei wie zuvor eine Faltung zweier
Peaks verwendet und deren Summe fiir die weitere Auswertung betrachtet. Fir die im Einzug von
Abbildung 6.6 B dargestellte zeitliche Entwicklung wurden die erhaltenen Bandenintensitaten auf den
Wert des ersten Messpunktes normiert. Ahnlich wie bei der NR-Messung wurde eine starke Abnahme
der Bandenintensitaten in den ersten 3 h beobachtet, welche auf Quell- und Abldseprozesse der
Oligobilagen schlieRen lassen. Uber die restliche Dauer der Messserie wurde auch hier ein langsames
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Fortschreiten des Prozesses beobachtet. Die Kurvenverlaufe wurden anschlieRend mit einer Funktion
des exponentiellen Abfalls angepasst, welche in OriginPro implementiert war:

Y(t) = Yoo + Age Kt (6.3)

Hierbei entspricht y,, der Absorption bei t — oo, A; entspricht dem Anfangswert der Absorption und k
der Geschwindigkeitskonstante. Diese ist umso groRer, je schneller der beobachtete Prozess abléuft.
Gleichung (6.3) entspricht dem Zeitgesetz der Reaktionskinetik erster Ordnung, verschoben um y,.. Es
muss jedoch angemerkt werden, dass aufgrund des evaneszenten elektrischen Feldes bei ATR-FTIR-
Spektroskopie kein trivialer Zusammenhang zwischen Konzentration und Absorption besteht, weshalb
es sich bei den beobachteten Prozessen nicht um eine reelle Reaktion erster Ordnung handelt. Die nach
Anpassung erhaltenen Parameter sind in Tabelle 6.4 zu finden. Wie zu sehen ist, stimmte k fur beide
ausgewertete Absorptionsbanden innerhalb der Fehlergrenzen Uberein. Der geringe Unterschied war
wahrscheinlich auf Probleme bei der Basislinienkorrektur der Spektren zurlickzufiihren, da wie in
vorherigen Messungen an der Probe deutliche Etalons und H, O-Rotationsschwingungsbanden zu sehen
waren. Es konnten jedoch deutliche Unterschiede fur y, beobachtet werden. Hier zeigte die Amid-I
Bande eine bedeutend starkere Abnahme der Bandenintensitat relativ zum Ausgangswert. Eine
mdogliche Erkl&rung fiir diese Beobachtung ware, dass die inkorporierten Proteine nicht homogen (ber
die Lipid-Oligobilagen verteilt, sondern ihr Anteil in den aul3eren Bilagen groRer ist als in den inneren
war. Somit wéren deren Absorptionsbanden starker vom exponentiellen Verhalten des evaneszenten
Feldes betroffen. Ebenso ware es mdglich, dass durch Interaktion mit den AuNP verstarkt Proteine aus
den Bilagen herausgelost wurden. Auch konnte es sich bei dem beobachteten Unterschied um eine
Eigenart der Messmethode handeln. Aufgrund der Abhéngigkeit der Eindringtiefe des evaneszenten
Feldes von den Brechungsindizes des ATR-Kristalls und der Probe, beziehungsweise Flussigphase
(siehe Gleichung (2.25)), werden Banden bei kleinen Wellenzahlen nichtlinear Uberreprésentiert,
weshalb hier der Eindruck von starkeren Anderungen resultieren kann.

Eine detaillierte Untersuchung der Amid-1 Bande mithilfe von Fourier-Selbstentfaltung konnte aufgrund
der Présenz von H,O-Rotationsschwingungsbanden nicht erfolgreich durchgefuhrt werden. Ebenso
konnten die CH,-Valenzschwingungsbanden aufgrund fehlender Parameter aus der Modellierung der
NR-Profile bei Salzeinfluss nicht simuliert werden, um hieraus die Schichtdicke zu bestimmen und diese
mit den erhaltenen Quellfaktoren direkt in Beziehung zu setzen. Die insgesamt geringe Abnahme der
Absorptionsbanden ist jedoch konsistent mit dem laut der Verschiebung des Bragg-Peaks erhaltenen
Quellfaktor von S,,,, < 2. Dieser ist weniger als halb so gro3 wie bei der Interaktion einer dquivalenten
proteinfreien Probe mit 50 mM MgCl, (siehe Abschnitt 5.4). Dahingegen zeigte die rudimentare
Untersuchung der zu Beginn des aktuellen Abschnitts erwéhnten Chol-freien Probe mit 10% GramD
ahnliche Verschiebungen der Bragg-Peaks und somit dhnliche Quellfaktoren bei Interaktion mit MgCl,.

Tabelle 6.4: Erhaltene Parameter nach Anpassung der in Abbildung 6.6 B dargestellten
Absorptionsbanden mit einer Funktion des exponentiellen Abfalls.

Schwingungsbande k [h71] Yoo /Yol%]
VeH, asym 0,53 + 0,03 76,1 £ 0,3
Amid — 1 0,51+ 0,02 60,3+ 0,3
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Wie eingangs erwéhnt wurde diese Probe jedoch aufgrund experimenteller Schwierigkeiten nicht weiter
ausgewertet. Somit ist anzunehmen, dass die geringe Quellung hauptséchlich durch das eingebaute
Protein verursacht wurde, wéhrend das Sterin eine untergeordnete Rolle spielte. Die Vermutung liegt
nahe, dass das hydrophobe Gramicidin die Anlagerung von Mg?" and die Kopfgruppen der Lipide
behindert, was zu weniger Repulsion der einzelnen Bilagen fuhrt. Alternativ kénnte auch die Ausbildung
einer gestapelten Anordnung der in benachbarten Bilagen eingebauten Protein-Helices zu einer
attraktiven Wechselwirkung fiihren, was wiederum die durch Mg?* verursachte Repulsion teilweise
aufwiegt.

6.2. Gramicidin auf hydrophoben Oberflachen

Eine weitere Mdglichkeit der Untersuchung von Gramicidin bietet dessen Absorption an modifizierten
Oberflachen. Da es sich hierbei um ein hydrophobes Protein handelt, sollten Si-Substrate wie in
Abschnitt 3.4.5 beschrieben mit einer Octadecylsilan-SAM prapariert werden. Die Ausbildung einer
hydrophoben Beschichtung konnte dabei sowohl durch Benetzung mit vollentsalztem Wasser aufgrund
des hohen Kontaktwinkels des Wassertropfens als auch mithilfe von IR-Spektroskopie und XRR
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 6.7). Im IR-Spektrum waren eindeutige Absorptionsbanden im
Bereich von CH»-Valenzschwingungsbanden zu erkennen. Diese waren jedoch vergleichsweise
schwach, weshalb die gemessenen Absorptionsbanden durch H,0 und CO; sehr intensiv erscheinen.
Daruber hinaus waren auch Etalons deutlich sichtbar. In den gemessenen XRR-Profilen war ein Peak
bei Q = 0,109 A~* zu erkennen, jedoch konnte kein Modell gefunden werden, mit welchem das Profil
zufriedenstellend angepasst werden konnte. Die Lage des Peaks lasst jedoch auf eine Probendicke von
(57,4 + 0,1) A schlieRen, was in etwa der Lange zweier Octadecan-Ketten entspricht.!%! Somit handelt
es sich bei der Beschichtung nicht allein um eine SAM, sondern es befindet sich scheinbar noch eine
zweite, physisorbierte Schicht auf dieser, die jedoch durch Abspiilen mit Ethanol nicht entfernt werden
konnte. Somit wird im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit stattdessen von einer Octadecylsilan-
Beschichtung gesprochen.

Die Untersuchung adsorbierten Gramicidins erfolgte mithilfe von ATR-FTIR-Spektroskopie. Hierzu
wurde ein mit einer Octadecylsilan-Beschichtung versehener ATR-Kristall mit einer Lésung von 0,1%
GramD in Chloroform fiir 10 min bei 200 rpm rotationsbeschichtet, was in einem ebenmagigen Film
resultierte. Zuvor wurde getestet, ob der Kontakt mit dem Ldsungsmittel die Silan-Beschichtung
beschadigt. Nach dem Abspiilen eines beschichteten Substrats waren keinerlei Anderungen der
hydrophoben Eigenschaften der Oberflache zu erkennen, weshalb davon auszugehen war, dass die
Beschichtung gegen Chloroform resistent war. Als Hintergrundspektrum wurde der Kristall direkt vor
der Beschichtung mit dem Protein gegen PBS-Puffer in D,0 gemessen. Zum Ansetzen der Pufferldsung
wurde eine PBS-Tablette zerstoRen und in der entsprechenden Menge D, 0 geldst. Die Verwendung der
Pufferlésung bietet den Vorteil, Proteine in einer natur-&hnlichen Umgebung untersuchen zu kénnen.
Weiter sind die Messbedingungen so besser reproduzierbar, da eine solche Losung weniger anféllig
gegen Kontamination von Fremdsalzen oder Ansduerung durch geldstes CO,, ist.
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Ein IR-Spektrum des trockenen Proteins auf der hydrophoben Oberflache ist in Abbildung 6.8 A zu
sehen. Es ist eine starke Amid-1 Absorptionsbande im Bereich von ¥ = (1700 — 1600) cm™?! zu
erkennen. Diese zeigte auch hier H,O-Rotationsschwingungsbanden, weshalb eine Analyse der
Substruktur mithilfe von Fourier-Selbstentfaltung nicht durchgefuhrt werden konnte. Auch der Bereich
von

7 = (2840 ~ 3010) cm™1, in welchem typischerweise die CH-Valenzschwingungsbanden zu finden
sind, zeigt Absorptionsbanden. Jedoch sind diese weniger eindeutig zuzuordnen, als dies bei Lipiden
der Fall ist. Das verwendete Protein enthélt neben CH,- und CHs-Gruppen auch aromatische CH-
Bindungen, welche in einem ahnlichen Bereich absorbieren. Weiter zeigt das Spektrum eine starke
negative D,0-Bande, was aufgrund der Verwendung eines Hintergrundspektrums unter D,0 zu
erwarten war. Dariiber hinaus ist eine Absorptionsbande bei %# = 3270 cm™? zu erkennen. Diese wurde
bereits in den in Abschnitt 6.1 beschriebenen Untersuchungen beobachtet. Es ist auch hier unklar, ob es
sich hierbei um die Amid-A Bande handelt oder um auf der Probe kondensiertes, beziehungsweise in
der Probe eingeschlossenes H,0. Da bei Beflllen der Zelle mit dem D,O0-Puffer jedoch kaum
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Abbildung 6.7: Beschichtung von Si-Substraten mit Octadecyltrichlorsilan. A ATR-FTIR-Spektrum
eines ATR-Kristalls nach Beschichtung. Die Octadecyltrichlorsilan- Beschichtung ist anhand der
Schwingungsbanden im CH,-Bereich zu erkennen. Aufgrund der geringen Dicke der Beschichtung
sind auch Etalons, sowie H,O-Rotationsbanden und CO.-Schwingungsbanden deutlich zu erkennen.
B XRR-Profil einer frisch praparierten Beschichtung zeigt einen Peak bei Q = 0,109 A~*. C Bild
eines beschichteten Si-Wafers nach Benetzung mit vollentsalztem Wasser. Die Wassertropfen zeigen
Kontaktwinkel nahe 90°, was fir eine ausgepragte Hydrophobie der Oberflache spricht.
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Abbildung 6.8: ATR-FTIR-Spektrum von  GramD , adsorbiert auf Beschichtung aus
Octadecyltrichlorsilan auf Silizium. A Spektrum der Probe in trockenem Zustand mit
Bandenzuordnung. B Anderung des Spektrums bei Manipulation der Probenumgebung. Zugunsten
der Ubersichtlichkeit wurden die einzelnen Spektren versetzt gezeichnet. Die mit der Probe
assoziierten Banden zeigten nur vernachlassigbar kleine Anderung bei den untersuchten
Messbedingungen.

Anderungen an der Bande beobachtet werden konnten, handelt es sich hier mit hoher
Wahrscheinlichkeit tatsdchlich um die Amid-A Bande. Aufgrund der verbleibenden Ungewissheit
wurde dennoch von einer detaillierten Auswertung dieser Bande abgesehen.

Um den Einfluss von AuNPs auf das adsorbierte GramD zu untersuchen wurde die Probenzelle zundchst
mit der beschriebenen PBS-Pufferlésung in D,0 befillt. Das System wurde 1 h mit einer Persitaltik-
Pumpe durchspilt, um dem System ausreichend Zeit zum Erreichen eines Gleichgewichtszustands zu
geben. Das erhaltene IR-Spektrum und die der darauffolgenden Probenbedingungen sind in Abbildung
6.8 B zu sehen. Durch die Befiillung der Probenzelle mit der Pufferlésung kam es zu einem leichten
Wachstum der Amid-1 und CH,-Banden, was wahrscheinlich auf die groere Eindringtiefe des
evaneszenten Feldes zurlickzufiihren ist. Durch dessen gréRere Eindringtiefe in D, 0 verglichen mit Luft
findet die Absorption durch das Protein in bei einer groReren elektrischen Feldstédrke statt. Analog zu
Abschnitt 6.1 wurden anschliefend 2 nm AuNPs in zwei Konzentrationen hinzugegeben. Dabei wurden
keine signifikanten Anderungen in den Spektren beobachtet. Auf die Zugabe weiterer AUNP-Spezies
wurde verzichtet, da die Untersuchung mit dynamischer Lichtstreuung zeigte, dass die zuvor
verwendeten AuUNP-Ansatze zu diesem Zeitpunkt bereits zu stark agglomeriert waren um noch als NPs
angesehen zu werden. Stattdessen wurde ber den verwendeten Kryostaten die Temperatur der Probe in
5 °C erhoht, um Einfliisse der Temperatur auf das Protein nachzuweisen. Fir jede Messung wurde das
System 1 h bei der eingestellten Temperatur gehalten, um das Einstellen eines Gleichgewichtszustands
zu garantieren. Auch hier konnten bis zu der hdchsten einzustellenden Temperatur von 55 °C keine
signifikanten Anderungen an den mit der Probe assoziierten Banden beobachtet werden.

In diesem Abschnitt sollte die Interaktion von isoliertem Gramicidin auf einer hydrophoben Oberflache
mit AuNPs nachgewiesen werden. Es wurden hierbei keinerlei Anderungen an den mit ATR-FTIR-
Spektroskopie aufgenommenen Spektren beobachtet, was den Schluss zuldsst, dass die Interaktion mit
den verwendeten AuNPs keinen signifikanten Einfluss auf das adsorbierte Gramicidin hatte. Dies deckt
sich mit den in Abschnitt 6.1 detaillierten Untersuchungen an Gramicidin in Lipid-Oligobilagen. Weiter
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wurde die Temperaturabhéngigkeit der IR-Spektren bis zu einer finalen Temperatur von 55 °C. Auch
hier waren keine signifikanten Einflisse zu erkennen, was auf eine beachtliche Temperaturstabilitét der
Proteinstruktur hinweist. Zwar konnten somit keine Strukturdnderungen von GramD beobachtet werden,
die erfolgreiche Praparation der hydrophoben Oberflache und anschlieBende Beschichtung des Proteins
bietet jedoch eine weitere Mdglichkeit zur Untersuchung isolierter Transmembranproteine. Somit kann
in zukunftigen Arbeiten auf Grundlage dieser Methode ein direkter Einfluss gewahlter
Probebedingungen auf Proteine untersucht werden
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7.Untersuchungen an Lipid-Bilagen mit peripherem
Zytochrom C

In Kapitel 6 wurde das verwendete Modellsystem von Zellmembranen erstmalig um Membranproteine
erweitert. Das dabei verwendete Gramicidin gehort zur Klasse der Transmembranproteine, welche in
der Zellmembran integriert sind. Aufgrund dieser Eigenschaft sind sie allgemein hydrophob. Andere
Membranproteine sind jedoch aufgrund ihrer guten Wasserlgslichkeit nicht in der Membran integriert,
sondern befinden sich im Cytoplasma oder an der Aufenseite der Zelle. Solche Proteine werden
periphere Membranproteine genannt. Auch sie sind essenziell fir die Funktionsweise und den Aufbau
der Zelle. Die Wechselwirkung peripherer Membranproteine mit der Zellmembran findet Uber ein
komplexes Zusammenspiel verschiedener Kréfte statt und ist abhdngig von Primar-, Sekundér- und
Tertidrstruktur des Proteins, sowie der Art der Membranlipide. Insbesondere die Kopfgruppen der
Lipide haben einen entscheidenden Einfluss auf die Interaktion zwischen Membran und Protein.*%! In
der Literatur finden sich auflerdem Hinweise, dass die Prasenz peripherer Membranproteine die
Interaktion von Modellmembranen mit NPs begiinstigen kann.2%!

In dem aktuellen Kapitel soll daher das in Kapitel 5 aufgestellte Modellsystem um ein peripheres
Membranprotein erweitert werden. Aufgrund seiner guten Verfligbarkeit wurde hierzu CytC
ausgewahlt, welches in der Natur im Cytoplasma der Mitochondrien vorzufinden ist. Weiter ist das
Protein bei allen Sdugetieren dhnlich aufgebaut, weshalb es sehr gut als Modell geeignet ist, um
zytotoxische Effekte zu evaluieren. Aufgrund der guten Wasserloslichkeit kann es nicht wie
Transmembranproteine bei der Préparation der Lipid-Oligobilagen aus Chloroform mit hinzugegeben
werden. Stattdessen wurden proteinfreie Proben prépariert und CytC anschliefend der Fliissigphase
hinzugegeben, um es in das System einzubringen. Durch die Verwendung von gepufferten
Flussigphasen wird so auch die Ausbildung der natiirlichen Proteinfaltung begunstigt. In den
nachfolgenden Abschnitten wird die Interaktion von CytC mit unterschiedlichen Lipid-Proben evaluiert.

7.1. DMPC-Bilagen adsorbiertem Zytochrom C

Erste Versuche des Einbringens von CytC fanden an DMPC-Oligobilagen statt. Diese Versuche
scheiterten jedoch, da weder mit ATR-FTIR-Spektroskopie noch mit XRR eine Anlagerung des Proteins
an die zwitterionischen Lipide beobachtet werden konnte. Eine Beimischung anionischen DMPGs, was
die Anlagerung des Proteins durch Coulomb-Anziehung beglnstigen sollte, fiihrte wiederum zur
Zerstorung der praparierten Oligobilagen bei Kontakt mit der Flissigphase, weshalb auch mit dieser Art
der Proben keine Ergebnisse erzielt werden konnten. Einzig der Einsatz von sehr geringen Anteilen von
DMPG und gleichzeitig hohen Anteilen von Chol erméglichte die Verwendung geladener Oligobilagen.
Ein Beispielexperiment an einer solchen Probe ist in Abschnitt 7.2 beschrieben.

Als alternative Praparationsmethode wurde deshalb die Vesikelfusion gewéhlt. Hierbei handelt es sich
um eine einfache Mdglichkeit oberflachenadsorbierte Lipid-Bilagen mit hoher Reproduzierbarkeit zu
praparieren. Dabei wird eine geeignete Oberflache einer Losung von Lipid-Vesikeln ausgesetzt. Die
Vesikel adsorbieren an der Oberflache und kénnen sich dort durch Aufplatzen neu anordnen und so die
Oberflache mit einer Lipid-Bilage bedecken. Oft findet dieser Prozess ohne spezielle duRere Einfliisse
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statt, jedoch kann er auch durch experimentelle Bedingungen wie Temperatur oder osmotischen Druck
ausgeldst werden.

Die Préaparation von Lipid-Vesikeln ist in Abschnitt 3.4.3 beschrieben. Es wurde ein dunner Film der
gewlnschten Lipid-Zusammensetzung in einem Glasflaschchen durch Eintrocknen einer Lésung in
Chloroform prépariert. Dieser wurde anschlielend der Pufferlosung ausgesetzt und mit einer
Ultraschallsonde behandelt, wodurch die Lipide in die Flissigphase Ubergingen und sich aufgrund des
hydrophoben Effekts Mizellen und Vesikel ausbildeten. Die GrdfRe und Lamellenzahl der Vesikel ist
dabei von vielen Faktoren, wie der Lipidmischung, der Pufferlésung oder der Leistung der Ultraschall-
Sonde abhéngig, jedoch gut reproduzierbar. Somit konnten neben reinen DMPC-Bilagen auch
gemischte Bilagen mit hoéheren DMPG-Anteilen prépariert werden, als dies mit aus
Rotationsbeschichtung hergestellten Oligobilagen maéglich ist. Auch eine Beimischung von Chol wurde
getestet, jedoch reduzierte das Sterin die Stabilitat der Vesikel zu sehr und die Lésung triibte schnell ein,
weshalb diese Ansétze nicht zur Praparation von adsorbierten Bilagen verwendet wurde. Als Oberflache
wurden frisch gesduberte ATR-KTristalle fur die Untersuchung der Proben mit ATR-FTIR-Spektroskopie
verwendet. Fur die Untersuchung mit XRR kamen frisch geséuberte Si-Wafer zum Einsatz.

Zunéchst wurden Untersuchungen an reinen DMPC-Bilagen aus Vesikelfusion durchgefihrt. Die
Menge des Lipids und das Volumen der Pufferldsung wurden so gewahlt, dass die Vesikel-Ldsung eine
Konzentration von 5 mg/ml aufwies. Bei Zugabe zur Flissigphase des untersuchten Systems ergab sich
eine Konzentration von 0,5 mg/ml. Dabei wurde das System mit einer Peristaltik-Pumpe konstant
durchspilt, um eine gleichméaRige Verteilung der Vesikel zu erzielen. Dabei wurde das Entstehen von
CH,-Valenzschwingungsbanden in den IR-Spektren beobachtet, sowie die typischen XRR-Profile
oberflachenadsorbierter Bilagen. Die so erhaltenen Daten zeigten erwartungsgemald bedeutend
schwéchere Bandenintensititen, beziehungsweise Kiessig-Oszillationen, als dies aus der Untersuchung
von Oligobilagen bekannt war. Jedoch waren die Datensdtze aussagekraftig genug, dass etwaige
Anderungen durch Zugabe weiterer Komponenten sichtbar sein sollten. Nachdem ein vermeintlicher
Gleichgewichtszustand des Systems erreicht war, wurde die Flissigphase dreimal mit reiner
Pufferlésung verdiinnt, um lose adsorbierte Vesikel von der Oberflache zu entfernen. Da die
Auswirkungen auf die erhaltenen IR-Spektren und XRR-Profile beim Verdiinnen sehr gering ausfielen,
konnte das Erreichen des Gleichgewichtszustandes hier nicht Uberprift werden. Dies spricht jedoch
dafir, dass es die auf die Oberflache adsorbierten Lipide Bilagen ausgebildet haben, da adsorbierte
Vesikel einfacher desorbieren wiirden.*®" Stattdessen wurde das System 2 h durchspilt, um eine
mdoglichst gleichméaRige Konzentrationsverteilung der Flissigphase zu gewdhrleisten. In weiteren
Schritten wurden dann weitere Substanzen, wie CytC oder AuNPs zu dieser hinzugegeben und analog
zur Préparation der Bilagen wurde durch ausreichende Durchspilung sichergestellt, dass eine
gleichmaRige Durchmischung vorlag. Jedoch zeigte weder die Untersuchung mit ATR-FTIR-
Spektroskopie noch mit XRR nennenswerte Einfliisse von CytC oder AuNPs auf die Proben. Eine
einzelne Probe zeigte zwar einen Einfluss von CytC auf das gemessene XRR-Profil, jedoch konnte
aufgrund eines Fehlers beim Speichern der Daten diese Messung nicht verwendet werden. Eine
Reproduktion der Messung schlug fehl, weshalb davon auszugehen ist, dass es sich hier um ein
anormales Verhalten handelte. Somit ist zu schlussfolgern, dass keine signifikante Adsorption von CytC
an den verwendeten zwitterionischen DMPC-Bilagen stattfindet. In den nachfolgenden Abschnitten
wird daher die Verwendung geladener Bilagen und modifizierter Oberflachen evaluiert.
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7.2. Zytochrom C auf geladenen Lipid-Bilagen

Wie in Abschnitt 7.1 beschrieben, konnte die Adsorption von CytC an zwitterionische DMPC-Bilagen
oder -Oligobilagen nicht erfolgreich nachgewiesen werden. Laut Literatur besteht eine erhéhte Affinitat
des Proteins zu anionischen Lipid-Kopfgruppen,i**! weshalb fir weitere Untersuchungen gemischte
Proben aus DMPC und DMPG verwendet wurden. Hierbei erwiesen sich die meisten gemischten
Oligobilagen als nicht stabil bei der Benetzung durch Flussigkeit, was sich durch einen vollstandigen
Verlust der Bragg-Peaks in XRR-Untersuchungen oder einen fast vollstandigen Verlust der CH»-
Valenzschwingungsbanden in ATR-FTIR-Untersuchungen zeigte. Einzig die Verwendung sehr
geringer Mengen des anionischen Lipids und gleichzeitige Stabilisierung durch hohe Anteile von Chol
flhrten zu stabilen Proben. Abbildung 7.1 zeigt die IR-Spektren einer solchen Oligo-Bilage unter D,0-
PBS-Pufferlosung und nach Zugabe von 1 mg/ml CytC. Zur Préparation mit Rotationsbeschichtung
wurde eine 44,25 umol/1 Lésung des Lipid-Gemischs in Chloroform verwendet. Dies entspricht der
Konzentration einer 10 mg/ml Ldsung reinen DMPCs. Das Lipid-Gemisch bestand dabei aus 68,6%
DMPC, 1,4% DMPG und 30% Chol, was einem Austausch von 2% der zwitterionischen Phospholipide
gegen anionische entspricht. Zwar wurden durch diese Mischung Oligobilagen erhalten, welche gegen
das Aussetzen der Flissigphase stabil waren, eine Adsorption von CytC, die sich in einem Entstehen
von Amid Banden bemerkbar machen sollte, war jedoch nicht zu erkennen. Ebenso konnte kein Einfluss
von AuNPs auf diese Probe nachgewiesen werden (Spektrum aufgrund Identitat mit Spektrum vor
Zugabe nicht dargestellt). Proben mit hohem Chol-Anteil zeigten auch in vorherigen Untersuchungen
weniger Interaktion mit Fremd-Substanzen (siehe Abschnitt 5.4), somit ist das beobachtete Verhalten
nicht verwunderlich. AuRerdem handelt es sich bei Chol um ein stark hydrophobes Sterin, weshalb die
Vermutung nahe liegt, dass die Verwendung groBer Anteile dessen den positiven Effekt, den die
Verwendung von DMPG auf die Interaktion mit CytC haben sollte, Uberwiegt.
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Abbildung 7.1: ATR-FTIR-Spektren einer Probe von 30% Chol, 68,6% DMPC und 1,4% DMPG
auf ATR-Kristall, prépariert via Rotationsbeschichtung. Chol stabilisierte die Probe ausreichend,
sodass die Lipid-Oligobilagen beim Beflllen der Flussigkeitszelle mit PBS-Pufferlgsung in D,0
erhalten blieb. Trotz Prasenz des negativ geladenen Lipids konnte keine Anlagerung von CytC
beobachtet werden.
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Stattdessen wurden geladene Lipid-Bilagen wie in Abschnitt 7.1 beschrieben mit Vesikelfusion
prapariert, da dies einen groReren DMPG-Anteil ermdglichen sollte. Eine Untersuchung mit XRR war
dabei erfolglos, da die erhaltenen Profile keine Anderung durch die Zugabe der Vesikel zur Fliissigphase
zeigten. Dahingegen konnte mithilfe von ATR-FTIR-Spektroskopie die Adsorption der Vesikel an die
Si-Oberflache und eine anschlieBende Anlagerung von CytC eindeutig nachgewiesen werden. Die
erhaltenen IR-Spektren sind in Abbildung 7.2 zu sehen. Zur Messung des Hintergrundspektrums wurde
der frisch gereinigte ATR-Kristall unter der verwendeten Pufferlésung gemessen. Die Zugabe von
0,5 mg/ml Vesikeln mit einem DMPG-Anteil von 30% zur Flissigphase zeigte das Entstehen von CH,-
und Carbonyl-Valenzschwingungsbanden an den bekannten Positionen (siehe Abbildung 7.2 A).
Analog zu vorherigen Untersuchungen wurde auch hier das Spektrum einer Basislinienkorrektur
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Abbildung 7.2: Adsorption von Lipid-Vesikeln aus 70% DMPC und 30% DMPG auf Silizium-
Oberflachen und anschlieRende Adsorption von CytC, untersucht mit ATR-FTIR-Spektroskopie.
A Entwicklung der typischen CH.- und Carbonyl-Schwingungsbanden von Lipiden nach Zugabe der
Vesikel zu der mit dem Kristall in Kontakt stehenden Flissigphase. Der Einzug zeigt die zeitliche
Entwicklung der Intensitat der markierten symmetrischen CH,-Streckschwingungsbande. B Nach
Zugabe von CytC wurde das Entstehen von Amid-Banden beobachtet. Der Einzug zeigt die zeitliche
Entwicklung der markierten Amid-I-Bande.
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Tabelle 7.1: Erhaltene Parameter nach Anpassung der in Abbildung 7.2 dargestellten
Absorptionshanden mit einer Funktion des exponentiellen Abfalls.

Messung k [h71] Yoo[cm™] R?
Vesikelfusion 5,87 + 0,31 0,169 £ 0,002 0,99
CytC-Adsorption 17,7 £ 4,9 0,138 £ 0,003 0,76

unterzogen und anschlieBend die Absorptionsbanden mit Lorentz-Funktionen angepasst. Im Einzug von
Abbildung 7.2 A ist der zeitliche WVerlauf der Intensitdit der symmetrischen CH,-
Valenzschwingungsbande zu sehen. Die Messpunkte wurden analog zu Gleichung (6.3) mit der
Funktion exponentiellen Abfalls angepasst, wobei jedoch ein negativer Wert fiir A; verwendet wurde.
Die erhaltenen Anpassungsparameter sind in Tabelle 7.1 zu sehen. Ahnlich wie in Abschnitt 6.1.2 wurde
auch hier evaluiert, zu welchem Zeitpunkt die Bandenintensitit weniger al 1% von y,, abweicht, was
als Erreichen eines Gleichgewichtszustandes angesehen werden kann. Dieser Wert wurde nach 50 min
erreicht, deutlich vor Beenden der Messserie. Die im Einzug von Abbildung 7.2 A eingetragenen
Messpunkte wurden gegen y,, normiert, womit die eingetragenen Werte als anteiliges Erreichen des
Grenzwertes verstanden werden kdnnen.

Die Flussigphase wurde anschliefend zweimal mit reiner Pufferlésung verdinnt, wobei jeweils die
Hélfte der Flussigkeit ausgetauscht wurde. Um eine gleichmé&Rige Verteilung der Vesikel im System zu
erhalten, wurde dieses dabei jeweils 30 min durchspiilt. Die finale Vesikel-Konzentration lag somit bei
0,125 mg/ml. Es wurde keine signifikante Anderung der mit den Lipiden assoziierten
Absorptionsbanden beobachtet, was darauf schlieen lasst, dass diese nicht mehr als lose Vesikel,
sondern als feste Bilage auf der Oberflache adsorbiert waren. AnschlieBend wurde der Fliissigphase
1 mg/ml CytC hinzugefiigt. Die beobachteten Anderungen der IR-Spektren sind in Abbildung 7.2 B zu
sehen. Das Entstehen einer Amid-1 Bande bei ¥ ~ 1650 cm™ war deutlich zu erkennen. Die
Bandenintensitat lag dabei zum Ende der Messserie bei etwa 76% der Intensitat der symmetrischen
CH,-Valenzschwingungsbande. Dieser Wert war etwas Kleiner als der der entsprechenden Bande der in
Abschnitt 6.1.1 beschriebenen Probe aus DMPC-Oligobilagen mit einem Gramicidin-Anteil von 10%,
die in etwa dieselbe Intensitdt wie die entsprechende symmetrische CH,-Valenzschwingungsbande
aufwies. Gleichzeitig war die durch CytC verursachte Amid-I Bande jedoch auch bedeutend breiter,
wahrscheinlich aufgrund der Komplexitit des Proteins verglichen mit Gramicidin. Der
Anlagerungsprozess lief bedeutend schneller ab als der der Vesikelfusion; ein Gleichgewichtszustand
war bereits nach 18 min erreicht. Der Verlauf der Amid-I-Bandenintensitat ist im Einzug von Abbildung
7.2 B aufgetragen. Analog zu Abbildung 7.2 A wurden auch hier die einzelnen Messwerte nach der
Anpassung nach Gleichung (6.3) auf y, normiert. Es ist unwahrscheinlich, dass zum Zeitpunkt des
vermeintlichen Gleichgewichtszustands das Protein durch das Durchspilen mit der Peristaltik-Pumpe
bereits gleichmalig in der Flussigphase verteilt war. Dies kann in Hinblick auf die in der Literatur
beschriebene hoherer Affinitat des Proteins zur Adsorption an anionische Bilagen[®® so verstanden
werden, dass die Proteine sehr schnell an die Oberflache adsorbieren, jedoch aufgrund ihrer GroRe
wenige Adsorptionsplatze verflighar sind. Somit wird ein Gleichgewichtszustand sehr schnell
ausgebildet. Die Anpassung des Verlaufs der Bandenintensitat zeigt die etwa dreifache
Geschwindigkeitskonstante k verglichen mit der Vesikelfusion. Aufgrund der geringeren Zahl an
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Abbildung 7.3: Auswirkungen der Zugabe und anschlieBender Verdinnung von CytC auf ATR-
FTIR-Spektren von durch Vesikelfusion praparierten Lipid-Bilagen aus 70% DMPC und 30%
DMPG. Die Reduktion der Proteinkonzentration auf ein Viertel des urspringlichen Wertes resultierte
in einer Abnahme der Intensitat der Amid-I-Bande um 27%, was fir eine teilweise irreversible
Bindung des Proteins an die Oberflache der adsorbierten Lipid-Schicht spricht. Der Einzug zeigt die
Detailansicht der Amid-I-Bande. Eine anschlieBende Zugabe von AuNP hatte keinen sichtbaren
Effekt auf das gemessene Spektrum.

Messpunkten vor Erreichen des Gleichgewichts und der schwachen Bande wurde jedoch auch eine
bedeutend schlechtere Anpassungsgute R? erhalten.

Die Fliissigphase wurde anschlieBend erneut zweifach verdiinnt, bis zu einer finalen Konzentration von
CytC von 0,25 mg/ml. Wie in Abbildung 7.3 zu sehen ist, nahm damit die Intensitat der Amid-I Bande
um etwa 27% ab, was darauf schlielen Iasst, dass die Bindung der Proteine an die Lipide teilweise
reversibel stattfindet. Eine anschlieBende Zugabe von 10 ug/ml 2 nm AuNPs hatte jedoch keinen
sichtbaren Effekt auf das Spektrum.

Die in diesem Abschnitt prasentierten Ergebnisse belegen die Mdglichkeit, CytC auf anionischen Lipid-
Bilagen zu untersuchen. Das Protein adsorbiert schnell auf den praparierten Proben, solange ein
ausreichend groRer Anteil an geladenen Lipiden vorliegt. Diese Adsorption findet zum Teil irreversibel
statt, was die Maglichkeit erdffnet die Fliissigkeitsphase ausreichend zu verdiinnen, um Effekte der
adsorbierten und freien Proteine zu trennen. Die Préparation der Lipid-Bilagen aus Vesikelfusion bietet
dabei die Mdoglichkeit, hthere DMPG-Anteile zu verwenden, als dies mit Rotationsbeschichtung
mdglich ist. Allerdings kénnen somit nur einzelne Bilagen auf der Oberflache abgeschieden werden,
was die Intensitdt von NR- und XRR-Profilen deutlich begrenzt. Fir die Untersuchung peripherer
Membranproteine scheint dies dennoch das Mittel der Wahl zu sein. Die so adsorbierten Proteine zeigten
keine Interaktion mit den verwendeten AuNPs. Es ist jedoch denkbar, dass aufgrund der schwachen
Amid-I Bande eventuell aufgetretene kleinere Effekte nicht detektiert werden konnten. Somit wére es
sinnvoll, diese Untersuchungen durch komplementare Messtechniken zu erweitern, was jedoch fur die
vorliegende Arbeit nicht mehr mdglich war. Auch konnte der DMPG-Anteil fir zukunftige
Untersuchungen noch weiter erhdht werden. Es ist denkbar, dass somit mehr CytC auf den Bilagen
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adsorbieren kann, was zu einer starkeren Bandenintensitét fiihren und somit die méglichen Effekte durch
NPs besser zeigen wiirde. Auch konnte die Verwendung anderer NP-Spezies von Interesse sein.

7.3. Zytochrom C auf hydrophoben Oberflachen

Analog zu den in Abschnitt 6.2 prasentierten Ergebnissen wurde versucht, CytC auf einer modifizierten
Si-Oberflache abzuscheiden. Die Praparation der mit einer Octadecylsilan-Beschichtung versehenen
Substrate ist in den Abschnitten 3.4.5 und 6.2 beschrieben. Wahrend fiir die Untersuchung mit XRR
frisch modifizierte Si-Wafer verwendet wurden, wurden fir ATR-FTIR-Spektroskopie die
modifizierten ATR-Kristalle verwendet, welche zuvor fur die Untersuchung von Gramicidin auf
hydrophoben Oberflachen prapariert wurden. Diese wurden mit Chloroform und Ethanol gereinigt.
Durch Benetzung mit vollentsalztem Wasser, analog zu Abbildung 6.7 C, wurde sichergestellt, dass die
Beschichtung dabei intakt blieb und die Oberflache ihre hydrophoben Eigenschaften nicht verlor. Die
Substrate wurden zunachst gegen PBS-Pufferlésungen von H,0 (XRR) beziehungsweise D,0 (ATR-
FTIR) vermessen, anschliefend wurde der Flissigphase 1 mg/ml CytC hinzugefugt. Die XRR-Profile
zeigten dabei keine Anderung verglichen mit dem in Abbildung 6.7 B dargestellten Profil. Dahingegen
konnte mithilfe von ATR-FTIR-Spektroskopie die Ausbildung einer schwachen Absorptionsbande im
Bereich der Amid-1 Banden erkannt werden. Diese ist in Abbildung 7.4 zu sehen. CH,-
Valenzschwingungsbanden waren dabei nicht zu erkennen, es ist jedoch anzunehmen, dass diese Bande
fir dieses Protein schwécher ist als die Amid-1 Bande und somit nicht gegen das Rauschen zu erkennen
ist. Durch die Verdunnung der CytC Konzentration auf 0,25 mg/ml sank die Intensitat der Amid-I
Bande um etwa 64%, was auf eine reversible Bindung des Proteins an die modifizierte Oberflache
schlieBen lasst. Gleichzeitig wurden Oszillationen im Bereich der CH»-Valenzschwingungsbanden
beobachtet. Aufgrund ihrer Form sind diese aber wahrscheinlich nicht auf das Protein zuriickzufihren.
Ebenso ist es unwahrscheinlich, dass es durch die Verdiinnung der Flussigphase zu Etalons kommt. Eine
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Abbildung 7.4: ATR-FTIR-Spektren von CytC auf einem ATR-Kristall mit Octadecylsilan-
Beschichtung. Nach Zugabe des Proteins entstand ein Peak im Bereich der Amid-1-Banden, der nach
anschliefender Verdiinnung abnahm. Gleichzeitig entstanden Oszillationen im Bereich der CH,-
Banden. Eine Zugabe von AuNPs hatte keinen nennenswerten Einfluss auf das IR-Spektrum.
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Ursache fur die beobachteten Signale kann somit nicht genannt werden. Die anschlieende Zugabe der
in Abschnitt 6.1.2 spezifizierten 2 nm AuNP zeigte erneut keinen Einfluss auf die erhaltenen IR-
Spektren.

Im aktuellen Abschnitt wurde die Mdglichkeit demonstriert, CytC auf einer hydrophoben Oberflache
abzuscheiden. Trotz der Hydrophilie des Proteins wurde mithilfe von ATR-FTIR-Spektroskopie dessen
Adsorption an die Oberflache durch das Auftreten einer Amid-1 Bande nachgewiesen. In vorherigen
Untersuchungen an nativen Si-Oberflachen war ein solches Verhalten nicht zu beobachten. Die
Adsorption erwies sich als groftenteils reversibel und fur strukturaufgeldste Verfahren wie XRR oder
NR zu schwach. Dennoch demonstrieren die Ergebnisse das Potential der modifizierten Oberflache,
hydratisierte periphere Membranproteine isoliert zu untersuchen.
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8. Untersuchung des enzymatischen Abbaus von
Proteinen durch Chymotrypsin

In den bisherigen Kapiteln der vorliegenden Arbeit wurden Modellsysteme von Zellmembranen
unterschiedlicher Komplexitat auf ihre Interaktion mit AuNPs untersucht. Die zentrale Fragestellung
war hier, ob die Partikel die Struktur der Membran selbst oder von Membranproteinen stéren wirden,
und ob es zu einer Ein- oder Anlagerung der Partikel kommt. Beides hétte sowohl Implikationen fur die
Zytotoxizitat als auch fur potenzielle medizinische Anwendung. Zwar konnten in Kapitel 5
Interaktionen der Partikel mit Membranlipiden nachgewiesen werden, die Untersuchung der Interaktion
mit Membranproteinen in Kapiteln 6 und 7 zeigten jedoch keine Einflisse auf die Proteinstrukturen.
Eine natlrlich vorkommende Interaktion von Membranproteinen mit Fremdsubstanzen ist der Abbau
der Proteine durch Enzyme. Hierbei handelt es sich ebenso um Proteine, welche in biologischen
Systemen unterschiedliche Funktionen, wie den Ab- oder Aufbau verschiedener Substanzen, ausiben.
Enzyme werden hdufig nach ihren Zielmolekulen klassifiziert. So haben beispielsweise Lipasen die
Aufgabe, Lipide zu spalten, was sie essenziell fur die Verdauung von Membranproteinen macht,
wahrend Peptidasen Peptidbindungen in Proteinen spalten. Die Funktion des Enzyms sowie dessen
Zielsubstanz wird dabei durch die Primar-, Sekundar- und Tertidrstruktur bestimmt.

Fur die vorliegende Arbeit wurde das Enzym Chymotrypsin verwendet, um den enzymatischen Abbau
der in Kapiteln 6 und 7 behandelten Membranproteine sowie reeller Zellmembranen zu untersuchen. Es
handelt sich hierbei um eine Serinprotease, welche in der Bauchspeicheldriise von Saugetieren gebildet
wird. Sie spaltet bevorzugt Peptidbindungen, deren Carbonylgruppe von aromatischen Aminoséuren
stammt. Somit ist die eine der wenigen Proteasen, die dazu geeignet sind Gramicidin zu spalten. [ 10

8.1. Enzymatischer Abbau von Membranproteinen

In Kapiteln 6 und 7 wurde die Praparation von Lipid-Systemen mit integralen und peripheren Proteinen
demonstriert sowie deren Interaktion mit AUNPs und Magnesiumchlorid untersucht. Hierbei handelt es
sich um Modellsysteme reeller biologischer Zellmembranen, die aufgrund ihrer geringeren Komplexitat
einfacher zu verstehen sind. Da in biologischen Zellmembranen eine Vielzahl von Membranproteinen
vorliegt, sind die Interaktionen dieser mit Fremdsubstanzen oft nicht voneinander zu unterscheiden.
Somit sollte auch der enzymatische Abbau durch Chymotrypsin zundchst anhand der etablierten
Modellsysteme untersucht werden.

8.1.1. Enzymatischer Abbau von Gramicidin

Mithilfe von ATR-FTIR-Spektroskopie sollte zunédchst der Abbau von Gramicidin durch Chymotrypsin
untersucht werden. Hierzu wurde GramD analog zu Abschnitt 6.2 auf einen mit einer Octadecylsilan-
Beschichtung modifizierten ATR-Kristall durch Rotationsbeschichtung aufgebracht und dem Enzym in
PBS-D,0-Pufferldsung ausgesetzt. Der zuvor bereits verwendete Kristall wurde zundchst wie in
Abschnitt 7.3 beschrieben mit Chloroform und Ethanol gespilt und anschlieBend die Intaktheit der
Beschichtung durch Benetzung mit vollentsalztem Wasser kontrolliert.
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Abbildung 8.1: Interaktion von Chymotrypsin mit GramD auf einem mit einer Octadecylsilan-
Beschichtung versehenem ATR-Kristall unter D,0, untersucht mit ATR-FTIR-Spektroskopie. Die
dargestellten Spektren wurden Uber eine Spline-Anpassung basislinienkorrigiert. Erste negative
Absorptionsbanden im Bereich der CH,-Streckschwingungsbanden waren nach Zugabe von
insgesamt 0,2 u Chymotrypsin zu erkennen, jedoch blieb die Amid-I-Bande unbeeinflusst. Eine
weitere Zugabe des Enzyms hatte keinen erkennbaren Einfluss auf die erhaltenen IR-Spektren.

Es wurde zundchst das IR-Spektrum des Silan-beschichteten ATR-Kristalls gegen die verwendete
Pufferlésung aufgenommen. Das erhaltene Einkanalspektrum konnte so als Hintergrundspektrum fiir
die nachfolgenden Messungen verwendet werden. Nach Rotationsbeschichtung mit Gramicidin wurde
der Kristall in die Flussigkeitszelle eingebaut, welche (iber ein Peristaltik-System mit der Pufferlésung
befiillt wurde. Das System wurde ber Nacht ruhen gelassen, um einen Gleichgewichtszustand zu
garantieren, wobei mithilfe der Peristaltik-Pumpe ein konstanter Flissigkeitskreislauf gewéhrleistet
wurde. Abbildung 8.1 zeigt das am nachsten Tag gemessene Spektrum (schwarze Linie). Eine
ausgepragte Amid-1 Bande ist zu erkennen, jedoch im Gegensatz zu den Erkenntnissen aus Abschnitt
6.2 keine signifikanten Absorptionsbanden im Bereich der CH,-Valenzschwingungsbanden. Es ist
denkbar, dass aufgrund des bereits mehrfach verwendeten ATR-Kristalls Riickstande vorheriger
Untersuchungen vorhanden waren und so die schwachen CH,-Absorptionsbanden des Proteins durch
die Referenzierung auf das Hintergrundspektrum nicht zu erkennen waren. Chymotrypsin wurde
anschlieRend zunachst in kleinen, spater in gréReren Mengen zugegeben und die spektralen Anderungen
Uber mindestens 45 min beobachtet oder bis keine Anderungen mehr zu erkennen waren. Die in
Abbildung 8.1 angegebenen GrélRen werden Enzymeinheit genannt. Bei Verwendung von Enzymen
wird diese meist anstelle der herkémmlichen Konzentrationen verwendet. Sie ist ein Mal} fur die
umgesetzten Substrate pro Minute. Dabei gilt 1 u = 1 umol/min Umsatz. Wie anhand der Spektren zu
sehen ist, wurden durch Zugabe kleiner Mengen des Enzyms keine nennenswerten Anderungen an den
IR-Spektren verursacht. Erst bei einer Erhthung der Enzymeinheit auf 0,2 u wurden eindeutige
Anderungen sichtbar. Entgegen den Erwartungen waren diese jedoch auf die CHo-
Valenzschwingungsbanden beschrankt, welche negative Bandenintensitdten zeigten. Die Amid-1 Bande
zeigte dahingegen keine Verénderungen. Da als Einkanalspektrum der ATR-Kristall ohne adsorbiertes
Gramicidin verwendet wurde, weisen negative CH2-Valenzschwingungsbanden auf ein Abtragen der
Silan-Beschichtung oder Probenreste vergangener Messungen hin. Bei Zugabe grofRer Mengen des
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Enzyms waren kaum weitere Anderungen in diesem Bereich zu erkennen, jedoch konnte ein schwacher
Anstieg der Amid-I Bandenintensitat beobachtet werden, was auf eine Anlagerung des Enzyms an die
Oberflache hinweist.

Es waren insgesamt wenig Einfllisse des verwendeten Enzyms auf das adsorbierte GramD zu erkennen.
Es wére denkbar, dass die Verwendung eines frisch mit einer Octadecylsilan-Beschichtung versehenen
ATR-KTristalls aussagekraftigere Ergebnisse geliefert hitte, insbesondere hinsichtlich der zunéchst nicht
sichtbaren CH»-Valenzschwingungsbanden. Dies konnte jedoch aus zeitlichen Griinden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht geprift werden. Auch wére fur weiterfiihrende Arbeiten die Untersuchung
von in Lipid-Oligobilagen mit integriertem Gramicidin von Interesse.

8.1.2. Enzymatischer Abbau von Zytochrom C

Nachdem in Abschnitt 8.1.1 der Abbau von Gramicidin durch Chymotrypsin untersucht wurde, sollte
in weiteren Experimenten der Abbau des peripheren Membranproteins CytC mit ATR-FTIR-
Spektroskopie untersucht werden. Hierfur wurde CytC auf einer Lipid-Bilage, welche mit Vesikeln aus
70% DMPC und 30% DMPG préapariert wurde, abgeschieden. Das genaue Vorgehen fand wie in
Abschnitt 7.2 beschriebenen statt. Die Flissigphase wurde nach Anlagerung des Proteins zweifach
verdunnt, sodass freies CytC die erhaltenen Ergebnisse méglich wenig verfalschen sollte. Die erhaltenen
IR-Absorptionsbanden durch Interaktion der Probe mit Chymotrypsin sind in Abbildung 8.2 zu sehen.
Als Hintergrundspektrum wurde vor Beginn der Untersuchungen das Einkanal-Spektrum des frisch
gereinigten und nicht beschichteten ATR-Kristalls aufgenommen.

Vor Zugabe des Chymotrypsins war eine schwache Amid-1 Bande durch CytC zu erkennen. In einem
ersten Schritt wurden 0,05 u Chymotrypsin hinzugegeben. Hierbei zeigte sich nach etwa 6 min eine
sprunghafte Abnahme der Amid-1 Bandenintensitat um etwa 38%. Eine gleichzeitige Anderung der
CH:-Valenzschwingungsbande blieb dabei aus. Somit kann die beobachtete Anderung der Verdauung
des Membranproteins durch Chymaotrypsin zugeordnet werden. Aufgrund der zeitlichen Auflésung von
etwa 3 min war eine kinetische Auswertung der Messserie jedoch nicht méglich. Im néachsten Schritt
wurde der Fliissigphase eine grofle Menge des Enzyms hinzugegeben, sodass eine Enzymzahl von 8,2 u
erreicht wurde. Hierbei wurde erneut eine sprunghafte Anderung der Amid-I Bande beobachtet, jedoch
wuchs die Bandenintensitat nach 3 min auf etwa den doppelten Wert an, wobei auch das Bandenzentrum
um etwa 3 cm™! zu niedrigen Wellenzahlen verschoben wurde. Hierbei wurde wahrscheinlich die
Verdauung des Membranproteins von einer Anlagerung des Enzyms an die Oberflache tiberdeckt. Beide
Prozesse wurden etwa 30 min beobachtet, aufgrund der sprunghaften Anderungen ist jedoch davon
auszugehen, dass sich das System hier bereits in einem Gleichgewichtszustand befand.
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Abbildung 8.2: Interaktion von Chymotrypsin mit CytC auf Lipid-Bilagen, hergestellt durch Fusion
von Lipid-Vesikeln aus 70% DMPC und 30% DMPG, untersucht mit ATR-FTIR-Spektroskopie. Alle
Messungen fanden unter PBS-Puffer in D,0 statt. Die dargestellten Spektren wurden (ber eine
Spline-Anpassung basislinienkorrigiert. Die Zugabe von Chymotrypsin zur Flussigphase fiihrte zu
einer Abnahme der mit dem adsorbiertem Membranprotein assoziierten Amid-1-Bande. Eine weitere
Zugabe von Chymotrypsin fuhrte zur deutlichen Zunahme der Bandenintensitat, was auf eine
Anlagerung des Enzyms an die Lipid-Bilage hinweist. Der Einzug zeigt die Detailansicht der Amid-
I-Bande ohne Versatz der drei dargestellten Spektren.

Aufgrund der schwachen Bandenintensitaten ist eine belastbare Interpretation der beobachteten Effekte
schwierig. Ahnlich wie in Abschnitt 7.2 ist es naheliegend, dass ein hoherer DMPG-Anteil in den zur
Vesikelfusion verwendeten Vesikel eine Anlagerung groRerer Mengen des CytC und somit starkere
Amid-l Banden zur Folge héatte, die belastbarere Ergebnisse zulieBen. Fir weiterfiihrende
Untersuchungen sollte darliber hinaus mit einer kleineren Enzymkonzentration gearbeitet werden, um
eine kinetische Betrachtung der Bandendanderungen zu ermdglichen. Eine bessere zeitliche Auflésung
wirde mit einem schlechteren Signal-Rausch-Verhéltnis einhergehen, was bei den in den hier
diskutierten Ergebnissen aufgrund der schwachen Bandenintensititen nicht sinnvoll gewesen ware.
Sollte die Verwendung groRerer DMPG-Anteile jedoch zu einer erheblichen Verbesserung der
Bandenintensitat fiihren, ware dies ein weiterer Ansatzpunkt, um Kinetische Untersuchungen des
Verdauungsprozesses durchzufiihren.

8.2. Enzymatischer Abbau biologischer Zellenmembranen

In den vorigen Kapiteln wurden Modellsysteme unterschiedlicher Komplexitat unter anderem auf ihre
Interaktion mit AuNPs untersucht. Nun sollen auch Untersuchungen mit ATR-FTIR-Spektroskopie an
biologischen Zellmembranen stattfinden. Hierbei handelt es sich um komplexe Systeme aus
Membranlipiden und -proteinen sowohl integraler als auch peripherer Natur. Um anhand der
Messergebnisse die Auswirkungen der verwendeten Substanzen auf reelle biologische Systeme
einschatzen zu koénnen missen Untersuchungen unter Bedingungen stattfinden, welche die
Begebenheiten in diesen moglichst gut reproduzieren. So sollten Pufferldsungen gewéhlt werden,
welche eine native Proteinfaltung erlauben. Auch kann es nitzlich sein, héhere Temperaturen in der

156



8. Untersuchung des enzymatischen Abbaus von Proteinen durch Chymotrypsin

Probenzelle einzustellen, dies birgt jedoch auch die Gefahr von Stérungen durch Ausgasen der
verwendeten Pufferldsung.

Fur die vorliegende Arbeit wurden Zellmembranen verwendet, welche aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum des Muskelgewebes von Hasen extrahiert wurden. Diese Membranen werden forthin als SR-
Membranen bezeichnet. Die Praparation dieser wurde von Dr. Stefan Kaufmann aus der Arbeitsgruppe
Tanaka der Universitat Heidelberg durchgefiihrt und fir die vorliegende Arbeit zur Verfligung gestellt.
Bis zur Verwendung wurden die SR-Membranen in einer Pufferldsung aus 1 mM Triethanolamin und
100 mM KCI bei pH = 7,4 und einer Temperatur von —80 °C gelagert. Die Konzentration der
verwendeten Stammlésung wurde in der Arbeitsgruppe Tanaka bestimmt und mit einer
Lipidkonzentration ~ von  cpipige = 11,8 mg/ml  und  einer  Proteinkonzentration  von
Cproteine = 14,0 mg/ml angegeben. Fir die vorliegende Arbeit wurde als Konzentrationsangabe die
Gesamtkonzentration der SR-Membranen aus der Summe der Werte verwendet:
Csr = CLipide t Cproteine = 25,8 mg/ml. Die Probenpraparation erfolgte analog zur in Abschnitt 7.2
beschriebenen Vesikelfusion. Hierbei wurde jedoch kein PBS verwendet, sondern der Triethanolamin-
Puffer der SR-Membranen-Stammlésung in D, 0 reproduziert. Zur Einstellung des pH-Wertes wurden
dabei stark verdinnte Lésungen von KOH und HCI in D, 0 verwendet, was jedoch eine Kontamination
der Pufferlosung mit H,O verursacht. Da jedoch auch die Stammldsung in einer H,O-basierten
Pufferlosung vorlag, ist eine Prasenz von H, O in den Proben ohnehin nicht zu vermeiden, weshalb diese
zusétzliche Kontamination vertretbar ist. Als Substrat wurde ein frisch gereinigter ATR-KTristall

8r ' Amid-II]
—— 1,0 mg/ml SR-Membranen
—— 0,125 mg/ml SR-Membranen
6| Amid-l/8y o E
c
o 4Fr . |
= Amid-A/
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8 VCHZ/VCH3
8 2r ﬁ ]
<
0
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Abbildung 8.3: Spektrum von 1,0 mg/ml SR-Membranen in 1mM Triethanolamin in D,0
(pH = 7,4) nach Adsorption auf ATR-Kristall. Es sind Schwingungsbanden in den typischen
Regionen der CH,-Valenzschwingung, sowie der Amid-1-, Amid-11- und Amid-A-Banden zu erkennen.
Amid-A- und Amid-I-Banden berlagern dabei mit der Valenz-, respektive Deformationsschwingung
von H,0, welches durch die Stammlésung der Membranen dem System zugefiihrt wurde. Eine
Verdunnung der Flussigphase auf 0,125 mg/ml SR-Membranen zeigte keine nennenswerten
Anderungen im Bereich der Amid-I-Bande, jedoch negative Banden im vu,o-Bereich und eine
Zunahme der Amid-I1-Bande. Die Spektren wurden zur besseren Sichtbarkeit der Banden versetzt
eingezeichnet.
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Abbildung 8.4: Abbau auf ATR-Kristall adsorbierter SR-Membranen durch 0,02 u Chymotrypsin,
beobachtet tber 15 h. Der Einzug zeigt den zeitlichen Verlauf der Absorption der asymmetrischen
CHa-Valenzschwingungsbande und der Amid-I-Bande, normiert auf die jeweiligen Ausganswerte,
sowie die Anpassung beider Verlaufe mit der Funktion eines exponentiellen Abfalls.

gewdhlt, dessen Einkanalspektrum gegen die Pufferlésung bei 20°C als Hintergrundspektrum
verwendet wurde.

Der Flussigphase wurden 1,0 mg/ml SR-Membranen hinzugefiigt und der Prozess der Anlagerung tiber
90 min spektroskopisch verfolgt. Das erhaltene basislinienkorrigierte Spektrum ist in Abbildung 8.3 zu
sehen. Es konnten starke Absorptionsbanden in den Bereichen der CH,-Valenzschwingung und der
Amid-1, -1l und -A Banden beobachtet werden. Aufgrund der Présenz von H,O ist jedoch eine
Uberlagerung mit dessen Absorptionsbanden zu beriicksichtigen. Dieses zeigt typischerweise eine
Valenzschwingungsbande ~ im  Bereich ~ von  vy,o = (3410~3280) cm™! und  eine
Deformationsschwingungsbande bei §y,0 = 1650 cm™.1%°1 Somit kommt es zu einer Faltung mit den
Amid-1 und -A Banden. In spateren Untersuchungen von Pour et al. wurde mithilfe von Ellipsometrie
gezeigt, dass SR-Membranen bei vergleichbaren experimentellen Bedingungen auf Si-Substraten
adsorbieren und aufplatzen, wodurch sie eine einzelne Bilage ausbilden.?%!

Die Konzentration der SR-Membranen in der Flissigphase wurde dreimal durch Austausch der Halfte
der Flussigkeit gegen reine Pufferlésung halbiert, um lose SR-Membranen zu entfernen. Um eine
gleichmaRige Verteilung der Membranen zu gewahrleisten, wurde das System dabei je 30 min mit einer
Peristaltik-Pumpe durchspiilt. Die finale Konzentration der SR-Membranen lag somit bei 0,125 mg/ml.
Wahrend hierbei keine Anderungen an der CH,- und Amid-I Banden zu erkennen waren, zeigte sich
eine negative Absorptionshande bei ¥ = (3600~3300) cm™!. Es ist naheliegend, dass durch den
Austausch von SR-Membranlésung durch reine Pufferlosung trotz deren Kontamination mit H,O die
H,0-Konzentration in der Flussigphase abnahm. Somit wird im Einkanalspektrum analog zur negativen
D, 0-Valenzschwingungsbande bei 7 = (2750~2200) cm™* weniger Absorption durch H, 0 detektiert.
Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass die Absorptionsbande bei ¥ = 1650 cm™?! primér die
Amid-l Bande darstellt. Gleichzeitig wurde jedoch auch eine schwache Zunahme der Intensitat der
Amid-11 Bande bei 7 = 1560 cm™! beobachtet, was héchstwahrscheinlich auf die Néhe zu starken Si-
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Absorptionsbanden zuriickzufiihren ist und erneut zeigt, dass Auswertungen an dieser Bande bei Si-
Substraten nicht sinnvoll durchgeftihrt werden kénnen.

Der Flussigphase wurde anschlielend 0,05 u Chymotrypsin zugefligt. Hierbei trat ein sehr deutlicher
Abbauprozess der SR-Membranen auf, welcher anhand der Abnahme der Bandenintensitéten zu sehen
war und uber die folgenden 14 h spektroskopisch verfolgt wurde. Die erhaltenen basislinienkorrigierten
Spektren sind in Abbildung 8.4 zu sehen. Anschliel3end erfolgte eine Anpassung der Absorptionshanden
mit Lorentz-Funktionen. Da die symmetrische CH>-Valenzschwingungsbande bei diesen Versuchen
recht schwach war, wurde die Auswertung an der asymmetrischen CH.-Valenzschwingungsbande
vorgenommen, um ein besseres Signal-Rausch-Verhaltnis zu erzielen. Flr die Anpassung der Amid-I
Bande wurde eine Faltung zweier Lorentz-Funktionen verwendet. Zur Glattung des Datenverlaufs
wurden fur beide Absorptionsbanden jeweils 10 aufeinanderfolgende Messpunkte zusammengefasst
und deren Durchschnitt aufgetragen, die weitere Auswertung der erhaltenen Werte fand jedoch an den
Rohdaten statt. Hierzu wurde erneut die Funktion exponentiellen Abfalls (siehe Gleichung (6.3))
angepasst. Die erhaltenen Anpassungsparameter sind in Tabelle 8.1 angegeben. Die geringere Giite R?
der Anpassung des zeitlichen Verlaufs der CH,-Valenzschwingungsbandenintensitét ist auf ein deutlich
schlechteres Signal-Rausch-Verhéltnis dieser zuriickzufiihren. Auch zeigt der Verlauf beider
Bandenintensitaten, dass eine deutlich langere Messdauer bendtigt worden wére, um einen
Gleichgewichtszustand zu erreichen. Analog zu Abschnitt 7.2 wurde fur beide Kurvenverldufe anhand
der Anpassungsparameter ermittelt, zu welchem Zeitpunkt die Abweichung der gemessenen
Bandenintensitat weniger als 1% zum erwarteten Grenzwert y,, betragen hatte, was bedeuten wiirde,
dass ein Gleichgewichtszustand erreicht worden wére. Fur die Amid-I1 Bande wurde dabei eine Zeit von
34 h ermittelt, asymmetrische CH.-Valenzschwingunsbande zeigte wére erst nach 84 h gegen den
Grenzwert konvergiert. Aufgrund des sehr langsam stattfindenden Prozesses konnte dieser Umstand
wahrend der Messung jedoch nicht erkannt werden, weshalb die Messserie zu friih abgebrochen wurde.
Aus zeitlichen Griinden konnte die Messung fiir die vorliegende Arbeit jedoch nicht wiederholt werden.
Eine langsamere Abnahme der CH-Banden erscheint insofern sinnvoll, da Chymotrypsin als Peptidase
selektiv Peptidbindungen schneidet. Der Verlust der Lipide ist insofern ein Nebeneffekt des
Proteinverlusts der Probe. Trotz der unterschiedlichen Geschwindigkeit erreichen beide Verlaufe im
Gleichgewichtszustand dieselbe Intensitat relativ zum Anfangswert y,,/v,. Dieser Umstand muss
jedoch nicht notwendigerweise der Realitat entsprechen, da die Auswertung fern des Gleichgewichts
stattfand und somit dieser Wert einer fernen Extrapolation entspricht und somit erhebliche
Abweichungen von den erhaltenen Parametern auftreten kénnen.

Tabelle 8.1: Erhaltene Parameter nach Anpassung der in Abbildung 8.4 dargestellten
Absorptionsbanden mit einer Funktion des exponentiellen Abfalls.

Schwingungsbande k[1072 h71] Yoo/ Yol%]
VCHZ,asym 6,0 + 1;5 34+8
Amid — | 152+0,5 356+0,6
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Abbildung 8.5: Abbau auf ATR-Kristall adsorbierter SR-Membranen durch 8 u Chymotrypsin,
beobachtet tiber 1,5 h. Der Einzug zeigt den zeitlichen Verlauf der Absorption der asymmetrischen
CHa-Valenzschwingungsbande und der Amid-I-Bande, sowie die Anpassung beider Verlaufe mit der
Funktion eines exponentiellen Abfalls. Der zeitliche Verlauf ersterer wurde gegen den erhaltenen
Grenzwert normiert, der letzterer gegen den durch die Anpassung erhaltenen Wert bei ¢t = 0.

Die Konzentration des Chymotrypsins wurde anschlielend auf 8 u erhdht und der eintretende Prozess
fur weitere 1,5 h beobachtet. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 8.5 zu sehen. Die
Basislinienkorrektur der Spektren war bei dieser Messserie schwierig, da die beobachteten Anderungen
der Amid-1l Bande aufgrund der Nahe zur Si-Absorptionsbande nicht verwertbar waren, die Amid-I
Bande jedoch teilweise Uberlagerten. Aus diesem Grund wurde bei der Spline-Korrektur einer der
Ankerpunkte auf das lokale Minimum zwischen Amid-1 und -11 Bande gelegt, um den starken Einfluss
zu unterdriicken. Die Amid-11 Bande wurde aus diesem Grund in Abbildung 8.5 nicht mehr abgebildet.
In den ersten 20 min der Messserie wurde eine Zunahme beider CH,-Valenzschwingungsbanden
beobachtet, wahrend die Amid-1 Bande leicht abnahm. Wie zuvor wurden die Absorptionsbanden mit
Lorentz-Funktionen angepasst, deren zeitliche Intensitatsverlaufe im Einzug abgebildet sind. Die nach
Anpassung nach Gleichung (6.3) erhaltenen Parameter sind in Tabelle 8.2 eingetragen. Aufgrund der
grofRen Streuung der Messpunkte fur den zeitlichen Verlauf der Amid-l Bandenintensitat wurde hier
eine bedeutend schlechtere Anpassungsglite als zuvor erhalten. Wie unschwer an den Verlaufen zu
erkennen ist wurde ein wesentlich schnellerer Prozess als bei Verwendung kleiner
Enzymkonzentrationen erhalten, die erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten k lagen dabei 2
Grolenordnungen Uber den Werten der vorigen Messserie. Eine Evaluation der theoretischen
Gleichgewichtszustdnde zeigt, dass die CH,-Valenzschwingungsbande diesen nach etwa 30 min
erreichte, wahrend dies fur die Amid-1 Bande nach etwa 67 min eintrat. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass das System zum Ende der Messserie den Gleichgewichtszustand bereits erreicht hatte. Der
Verlust von (24 + 4)% der Amid-l1 Bandenintensitat spricht dabei fur einen weiteren Abbau der
Membranproteine durch  Chymotrypsin.  Gleichzeitig erreichte die asymmetrische CHo-
Valenzschwingungsbande das (3 + 0,7)-fache ihrer Anfangsintensitat, wobei die Hintergriinde fiir
diese Beobachtung nicht eindeutig geklart werden kdnnen. Mdglicherweise fand durch die starke
Stérung des Systems durch die hohe Enzymkonzentration ein Kollaps nicht aufgeplatzter SR-
Membranen an der Si-Oberflache statt. Die verbleibenden Lipide konnten somit ndher an der
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Tabelle 8.2: Erhaltene Parameter nach Anpassung der in Abbildung 8.5 dargestellten
Absorptionshanden mit einer Funktion des exponentiellen Abfalls.

Schwingungsbande k [h71] Yoo/ Yo %]
VCH,,asym 85+12 295 + 65
Amid — | 31t£16 76 + 4

Grenzflache anlagern und waéren einer hoheren Intensitit des evaneszenten Feldes ausgesetzt.
Gleichwohl sollte dies jedoch auch zu einem Zuwachs der Amid-I-Bande fiihren, da die Proteine als
Teil der SR-Membran ebenso starker dem evaneszenten Feld ausgesetzt werden wirden. Es ist somit
ohne weitere Untersuchungen unklar, ob das beobachtete Verhalten darlber zu erkléren ist. Diese
konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht mehr durchgeftihrt werden.

Im aktuellen Abschnitt wurde der enzymatische Abbau von SR-Membranen durch Chymotrypsin
mithilfe von ATR-FTIR-Spektroskopie untersucht. Die Verwendung von 0,02 u des Enzyms fihrte
dabei zu einem langsamen Abbauprozess, welcher erst nach mehreren Tagen den
Gleichgewichtszustand erreichen wiirde. Da dies zum Zeitpunkt der Messung nicht erkannt werden
konnte, wurde diese vorzeitig beendet, was fur weiterfihrende Untersuchungen zu vermeiden wére. Bei
der Zugabe einer hohen Enzymkonzentration wurde ein schneller Prozess beobachtet, bei dem die
Amid-1 Bande weiter an Intensitat verlor, was im Einklang mit der Funktion des Chymotrypsins als
Peptidase steht. Dahingegen wurde eine deutliche Zunahme der CH,-
Valenzschwingungsbandenintensitat beobachtet. Die Vermutung wurde aufgestellt, dass dies durch
Aufplatzen der trotz Spiilen verbliebenen SR-Membranen und anschlieender Anlagerung dieser an die
Oberflache zu erkléren sei, was jedoch anhand der zur Verfligung stehenden Daten nicht zu belegen ist.
Fur weiterfiihrende Untersuchungen sollten daher strukturaufgeldste Messmethoden wie XRR und NR
verwendet werden, um die beobachteten Phdnomene zu rationalisieren. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konnte dies jedoch aus zeitlichen Griinden nicht mehr durchgefiihrt werden.
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Arthrose ist eine der haufigsten Gelenkerkrankungen der heutigen Gesellschaft und betrifft etwa die
Hélfte der Frauen und ein Drittel der Ménner ab 60 Jahren. Insbesondere Gelenke, welche im Alltag
groReren Belastungen ausgesetzt sind, wie Huft-, Knie-, Schulter- Finger- und Wirbelgelenke, sind
hiervon haufig betroffen. Dennoch kann Arthrose an allen Gelenken beobachtet werden. Es handelt sich
um eine Abnutzungserscheinung des Gelenkknorpels, hervorgerufen durch eine erhéhte Reibung bei
Bewegung.?® Diese kann verschiedene Ursachen haben, wie Gelenkfehlstellungen und starke
Belastung. Auch eine genetische Veranlagung ist moglich.?2 Die Folge ist eine Entziindung des
Gelenks mit oft starken und permanenten Schmerzen, in vielen Féllen mit groRen Einschrankungen im
Alltag bis hin zur Berufsunfahigkeit.[?°:-2021 Aufgrund des demographischen Wandels und des in
Industrienationen haufig auftretenden Ubergewichts und mangelnder Bewegung sind immer mehr
Menschen von Arthrose betroffen, [20-202]

Der Gelenkknorpel ist bedeckt mit einer diinnen Schicht aus Lipiden. Diese tragt zur Gleitfahigkeit des
Gelenks bei und verhindert somit den Abrieb des Knorpels. In erkrankten Gelenken sind die Lipide
jedoch zumindest teilweise abgetragen, sodass die Reibung bei Bewegung erhoht ist.[* Weiter werden
auch Anderungen in der Synovialflissigkeit beobachtet. Diese fiillt das Gelenkinnere und hat die
Funktion, dieses zu schmieren und zu erndhren.?°? Einer der wichtigsten Bestandteile der
Synovialflissigkeit ist die HS, ein saures Polysaccharid. Zusammen mit den Knorpel- bedeckenden
Lipiden sorgt HS fiir eine Reduzierung der Reibung im Gelenk.[2%! In erkrankten Gelenken ist sowohl
ihre Konzentration als auch die molare Masse erniedrigt. Dies lasst den Schluss zu, dass ein
Zusammenhang zwischen dieser Verdnderung und dem Abrieb von Lipiden und Knorpelgewebe
besteht.[?92%1 Eine konservative Behandlungsmethode der Arthrose ist deshalb die sogenannte
Viskosupplementation, bei der eine wassrige Losung von HS in das Gelenk injiziert wird. Der Nutzen
ist jedoch umstritten. Zwar berichten viele Patienten von gelinderten Schmerzen, dieser Effekt halt
jedoch oft nur wenige Monate an. Auch ist bislang unklar, welche Konzentration und MW die besten
Therapieaussichten verspricht.?°? Die spezifischen Interaktionen von HS mit dem Lipid-bedeckten
Gelenkknorpel, die zur Reibungsverminderung und Gelenkstabilisierung fuhren, sind auBerdem noch
nicht vollstandig verstanden, was eine durchdachte Weiterentwicklung der Therapie erschwert.[20

In Arbeiten der Arbeitsgruppe Dahint wurde die Interaktion von HS mit Lipid-Oligobilagen mithilfe
von spekularer NR untersucht.[** 2051 Hierbei wurde gezeigt, dass die Zugabe von HS zu einem Quellen
der Filme fuhrt, was auf eine An- und Einlagerung des Polymers an beziehungsweise in die die Lipide
und somit eine elektrostatische Abstollung zwischen benachbarten Lipid-Bilagen zurlickzufiihren ist.
Gleichzeitig verbesserte sich auch die mechanische Stabilitdt der Filme, was mithilfe einer
Scherapparatur nachgewiesen wurde. Die Zeit, bis ein Lipidfilm in Kontakt mit einer HS-L6sung den
Gleichgewichtszustand erreicht, ist in diesen Modellsystemen jedoch mit mehreren Wochen sehr lang.
Dies erschwert die strukturellen Untersuchungen der Proben in vitro, da die Proben in der Regel vor und
nach HS-Inkubation charakterisiert werden und somit entsprechende Inkubationszeitrdume an den oft
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tiberbuchten Neutronenreflektometern eingeplant werden missen. Somit ist die Verwendung geeigneter
Ersatzstoffe fur die Untersuchung der Lipidstabilisierung sinnvoll. Hierfiir wurde unter anderem das
synthetische kationische Polyelektrolyt Polyallylamin-Hydrochlorid (PAH) verwendet. Ahnlich wie HS
ist auch PAH kommerziell in verschiedenen MW erhdltlich, wodurch der Einfluss des
Polymerisierungsgrades auf die stabilisierenden Eigenschaften untersucht werden konnte. Es zeigte
sich, dass das synthetische Polymer &hnlich stabilisierend auf Lipid-Oligobilagen wirkt und
vergleichbare Quellprozesse induziert, sich ein Gleichgewichtszustand jedoch bereits nach einigen
Stunden einstellt.'>) Das Quellen und die Stabilisierung wurde auf eine Kombination von Anlagerung
des Polymers an die Lipid-Kopfgruppen in Kombination mit méglichen Verkettungen zwischen den
Bilagen zurtickgefihrt. Fur die Untersuchungen mit NR handelt es sich hiermit um einen gut geeigneten
Ersatzstoff zu HS.[1415. 2061

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten zusatzliche Erkenntnisse Uber die mechanisch
stabilisierenden Eigenschaften von polymeren Zusatzstoffen auf Filme von DMPC mithilfe von off-
spekularer NR gewonnen werden. Im Gegensatz zur spekularen Reflektometrie, wird bei dieser
Methode die Entwicklung der Bragg-Peaks entlang der Komponente des Streuvektors parallel zur
Probenoberflache @ betrachtet (siehe Abbildung 9.1). Bei der Verwendung ausreichend dicker und
regelmaRiger Proben werden entlang dieses Vektors sogenannte Bragg-Sheets beobachtet, welche durch
konstruktive Interferenz der von der grundlegenden Ordnung abweichenden Lagen des Schichtsystems
entstehen.® 2072081 Apnhand der Analyse ihrer Entwicklung entlang @, kann das Kompressions-Modul
B und die Biegesteifigkeit x der Probe erhalten werden. Diese sollten fiir DMPC-Filme unter Luft, D,O
und Losungen von PAH oder HS untersucht werden, um stabilisierende Eigenschaften der
Polyelektrolyte nachzuweisen. Es wird dabei eine Zunahme von x aufgrund stérkerer Intramembran-
Wechselwirkungen erwartet. Eine Vorhersage der Anderung von B ist dahingegen schwierig, da sowohl
Quelleffekte, welche die Intermembran-Wechselwirkung verringern, als auch Verkettungen durch die
Polyelektrolyte gleichzeitig auftreten. Ersteres wirde zu einer Reduktion von B flhren, wéhrend
letzteres diesen Parameter erhdhen sollte. Die hier beschriebenen Experimente fanden am Instrument
D16 am ILL statt.

9.1. Probenvorbereitung und Analytik

Die Untersuchungen fanden an mit DMPC beschichteten Si-Wafern (@ (100 + 0,5) mm, Dicke
(650 + 25) um) statt, welche in rechteckige Stlicke von 55 mm X 23 mm Seitenldnge gebrochen
wurden. Vor der Beschichtung wurden die Bruchstiicke nach dem in Abschnitt 3.4.1 beschriebenen
vereinfachten Reinigungsprotokoll gereinigt. Damit die spater erhaltenen Bragg-Sheets eine zur
Auswertung ausreichende Intensitat aufwiesen, wurden - verglichen mit spekularer Reflektivitat -
deutlich dickere Proben benétigt. Aus diesem Grund konnten diese nicht mit Spin-Coating oder
Vesikelfusion prapariert werden. Stattdessen wurde eine 0,5 mg/ml Vesikellésung des Lipids in D,O
wie in Abschnitt 3.4.3 beschrieben hergestellt. Die polierte Seite des gereinigten Waferbruchstiicks
wurde mit dieser bedeckt und im Trockenschrank bei 70 °C gelagert, bis die Flissigkeit vollstandig
verdampft war. Auf diese Weise werden Lipid-Multilagen, bestehend aus etwa hundert Bilagen,
erhalten. Zur Vermessung der Proben unter Fllssigkeit wurden beschichtete und unbeschichtete
Waferstiicke mit der polierten Seite nach innen zusammengesetzt, wobei ein reproduzierbarer Abstand
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Abbildung 9.1: A Seitenansicht der verwendeten Proben im Probenhalter. Durch das Einspannen
dunner Glasplattchen wird ein reproduzierbarer, kleiner Abstand der Silizium-Bruchstiicke
gewahrleistet. Die Benetzung der Probe erfolgt durch die so entstehenden Kapillarkréfte. Eine
Klammer aus Delrin, sowie ein Probenhalter mit Randelschraube gewdhrleisten eine stabile
Befestigung der Probe wéahrend der Messung. B Schematische Aufsicht fiir eine Messung am
Instrument D16. Die Probe wird mittels einer fixierten Neutronenquelle beleuchtet, wéhrend der
Messung werden der Probenwinkel 8 und der Detektorwinkel I' verfahren.*?!

durch Einsetzen rechteckiger Glasstiicke (0,2 mm Dicke) erzielt wurde (siehe Abbildung 9.1 A). Diese
wurden in einen Probenhalter gesetzt und an der unteren kurzen Seite mit einer Schraube befestigt. Die
obere Seite wurde durch eine Klammer aus Delrin zusammengehalten. Die Benetzung der Probe erfolgte
durch Befiillen der Probenhalterung mit der entsprechenden Flissigkeit, welche danach durch
Kapillarkraft zwischen den Waferstiicken nach oben wanderte.

Der Probenhalter wurde anschlielend in eine am Instrument vorhandene Probenkammer gesetzt. Es
konnte sowohl die Temperatur der Probe als auch die Luftfeuchtigkeit (relative humidity, RH) im
Inneren der Kammer reguliert werden. Letzteres erfolgte Uber ein temperierbares Flissigkeitsreservoir
im Kammerinneren. Beide Temperaturen wurden mithilfe externer Kryostaten reguliert. Die
Probenkammer wurde in die am Instrument vorgesehene Halterung eingesetzt, Messungen erfolgten
sodann durch Verfahren des Probenwinkels Q und des Detektorwinkels I" (siehe Abbildung 9.1 B).

Die Auswertung der erhaltenen Datensétze erfolgte mit einem Programm, welches in der Arbeitsgruppe
Tanaka in Igor Pro entwickelt wurde. Die Extraktion der gesuchten Daten aus den Rohdaten ist mithilfe
eines Beispielexperiments in Abbildung 9.2 gezeigt. Anhand der Experimentparameter wurde hierfiir
die fur die verschiedenen Winkelkombinationen gemessene Reflektivitait R in die Q,/Q,-Ebene
tibertragen, sowie Beitrage des Direktstrahls, welche durch Uberstrahlen der Probe entstehen, korrigiert
(Abbildung 9.2 A — C). Die spekulare Reflexion wurde so entlang Q, = 0 erhalten (Abbildung 9.2 D).
Da jedoch hdufig eine Abweichung vom theoretischen Verhalten auftrat, die dazu fuhrte, dass die Bragg-
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Abbildung 9.2: Beispielhafte Auswertung einer Messung von DMPC-Multilagen unter 50% RH.
A Rohdaten. Die eingezeichnete Linie entspricht der Bedingung spekularer Reflexion und wird aus
den Messparametern erhalten. Anhand dieser erfolgt anschlieend die Kalibration der 2- und I'-
Achsen fur die Darstellung in Abbildung B. B Rohdaten nach Kalibration und Ldschen der Beitrage
des Direktstrahls. C Auftragung der kalibrierten Daten in Q,/Q, -Darstellung. Der Verlauf

spekularer Reflexion (Q, = 0) ist mit einem gestrichelten Kasten markiert. D Extrahierte spekulare
Reflexion der Probe.

Peaks bei alleiniger Beruicksichtigung der Experimentparameter nicht entlang @, = 0 verliefen, konnte
zur Korrektur bei Bedarf noch ein I'-Offset eingestellt werden.

Um die mechanischen Eigenschaften des Lipid-Filmes zu untersuchen, mussten die Bragg-Sheets der
Probe analysiert werden. Diese sind an der Position der Bragg-Peaks Q, grqq4 €ntlang @ zu sehen.
Jedoch kann die Auswertung nicht an beliebigen Sheets durchgefuihrt werden, da die anschlieRende
Simulation voraussetzt, dass fur diese die Born-N&herung gultig ist. Dies gilt jedoch nur fir
Streuvektoren von Q, > 3-Q., mit dem Kkritischen Streuvektor Q., der durch die Position der
Totalreflexionskante bestimmt ist. Weiter sollte fiir eine verlassliche Auswertung die Reflektivitat des
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Bragg-Peaks in spekularer Darstellung nicht mehr als 0,1% der der Totalreflexion betragen.? Wéhrend
Q. durch die SLD von Silizium und der Probenumgebung (Luft beziehungsweise D, 0) bestimmt wurde
und somit, auch wenn nicht in den Daten sichtbar, bekannt war, war die absolute Reflektivitét bei Q.
unbekannt, da die Daten aufbaubedingt nicht auf den Wert 1 an der Totalreflexionskante normiert
werden konnten. Werden jedoch Bragg-Peaks hoherer Ordnung verwendet, kann deren Intensitat mit
der des ersten Bragg-Peaks verglichen werden. Da fiir diesen im normierten Fall notwendigerweise
R(QBragg,l) < 1 gilt, kann abgeschatzt werden, ob die gewahlten Peaks die genannten Bedingungen
erflllen. Durch die Auswahl des Peaks konnte weiter direkt anhand dessen Lage und Ordnung die Dicke
d der Wiederholeinheiten nach Gleichung (6.2) bestimmt werden.

Nach Auswahl eines Bragg-Peaks geeigneter Ordnung konnte das Bragg-Sheet entlang Q,
charakterisiert werden. Hierflr wurde dieses fiir alle Messpunkte von @, entlang der Line
Qz = Qz,Bragg Mithilfe von GauR-Funktionen angepasst und so die Intensitat A(Q,) und Breite a(Q)
bestimmt. Um den theoretischen Verlauf dieser Werte zu simulieren, wurden die in Abschnitt 2.1.3
hergeleiteten Formeln verwendet. Fur diese Simulation stand kein Anpassungs-Algorithmus zur
Verfligung. Somit musste der Caillé-Parameter n und der de Gennes-Parameter A (siehe Gleichung
(2.16)), zusammen mit der unteren Grenze des Integrals der Strukturgrenzen R (siehe Gleichung
(2.14)(2.12)) und der Zahl der Bilagen N geschétzt, und der Einfluss der gewahlten Parameter auf den
simulierten Verlauf von 1(Q,) und ¢(Q,) anhand eines Vergleichs mit den Messdaten evaluiert werden.
Anhand von n und A konnten sodann die Biegesteifigkeit k und das Kompressions-Modul B bestimmt
werden.

9.2. Untersuchungen der mechanischen Eigenschaften von
DMPC-Multilagen unter Einfluss von PAH

Das Polyelektrolyt PAH erwies sich in Scherexperimenten als gutes Modellsystem zur Untersuchung
stabilisierender Effekte auf Lipid-Oligobilagen. Untersuchte Proben zeigten in Kontakt mit PAH-
Lésungen nicht nur eine signifikant verbesserte Stabilitdt gegentiber Scherkraften, auch konnte ein
Gleichgewichtszustand des Gesamtsystems bereits nach wenigen Stunden erreicht werden. HS-
Losungen zeigen ebenso mechanisch stabilisierende Einflisse auf Oligobilagen, jedoch kénnen
Gleichgewichtszustande erst nach mehreren Wochen erreicht werden.[***5> 2061 F{ir die vorliegende
Arbeit war vorgesehen, nach mdglichen Korrelationen zwischen der Stabilisierung von DMPC-
Multilagen durch Interaktion mit PAH beziehungsweise HS und der Biegesteifigkeit beziehungsweise
dem Kompressions-Modul der Filme zu suchen.

Um einen Einfluss der Polymere zu zeigen, mussten zuerst die Filme ohne diese charakterisiert werden.
Hierzu wurden Filme unter Luft bei niedriger und hoher RH, sowie unter reinem D,O untersucht.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe des jeweiligen Polymers, sodass dessen Konzentration
in der Flissigkeitsphase der Probenkammer 3 mg/ml betrug. Versuchsreihen wurden mit
unterschiedlichen MW von PAH durchgefiihrt, jedoch waren die meisten Proben aufgrund schwacher

2 Es handelt sich hierbei um einen Erfahrungswert, der von Dr. Wasim Abuillan aus dem AK Tanaka genannt
wurde, der bei der Datenauswertung unterstiitzte.
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Bragg-Sheets flr die Auswertung ungeeignet. Die hier demonstrierten Auswertungen fanden deshalb
alle an einer Probe statt, welche die verl&sslichsten Ergebnisse lieferte.

Fur Untersuchungen mit HS wurden die Proben etwa zwei Wochen vor den Messungen in der jeweiligen
HS-Losung inkubiert, wobei auch hier unterschiedliche MW eingesetzt wurden. Somit konnten die
entsprechenden Proben nicht trocken oder unter reinem D.O vorcharakterisiert werden. Eine langere
Inkubationszeit war aufgrund von Lieferschwierigkeiten der gewiinschten MW nicht mdéglich.,
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Abbildung 9.3: Auswertung der erhaltenen Daten aus der Messung von DMPC-Multilagen unter 50%
RH. Da ein Bragg-Peak 2. Ordnung nicht zu erkennen ist erfolgte die Auswertung am Peak 3.
Ordnung. A Darstellung Q, gegen Q. Die spekulare Reflexion ist mit einem gelben Kasten markiert,
das untersuchte Bragg-Sheet mit einem orangenen. B Spekulares Reflexionsprofil der untersuchten
Probe. C Erhaltene Bragg-Sheet-Intensitaten und Simulation der Datenpunkte. D Erhaltene Bragg-
Sheet-Breite und Simulation der Datenpunkte.
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9.2.1. Einfluss der Luftfeuchtigkeit auf die mechanischen
Eigenschaften von DMPC-Multilagen

Um die Luftfeuchtigkeit im Inneren der Probenkammer zu regulieren, wurde das Flussigkeitsreservoir
der Probenkammer mit D>O befllt und nach einer vorliegenden Kalibrationskurve temperiert. Dabei
wurde die Probe selbst konstant bei 20 °C gehalten. Die erhaltene RH im Kammerinneren wurde tber
ein Hygrometer kontrolliert. Vor Start der Messungen wurde die Probe etwa drei Stunden unter diesen
Bedingungen inkubiert, womit erreicht werden sollte, dass sich diese zum Zeitpunkt der Messung bereits
im Gleichgewichtszustand befand.
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Abbildung 9.4: Auswertung der erhaltenen Daten aus der Messung von DMPC-Multilagen unter 95%
RH. Der Bragg-Peak 2. Ordnung zeigt bestand aus zwei nicht isolierbaren Peaks, was die Auswertung
erschwerte. Diese erfolgte deshalb am Peak 3. Ordnung. A Darstellung Q, gegen Q. Die spekulare
Reflexion ist mit einem gelben Kasten markiert, das untersuchte Bragg-Sheet mit einem orangenen.
B Spekulares Reflexionsprofil der untersuchten Probe. C Erhaltene Bragg-Sheet-Intensititen und
Simulation der Datenpunkte. D Erhaltene Bragg-Sheet-Breiten und Simulation der Datenpunkte.
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Die erste Messung der DMPC-Multilagen fand bei 50% RH statt, die entsprechende Auswertung ist in
Abbildung 9.3 dargestellt. Bei Betrachtung der spekularen Reflexion (Abbildung 9.3 B) ist deutlich zu
erkennen, dass der Bragg-Peak, und somit auch das Bragg-Sheet zweiter Ordnung nicht vorhanden ist.
Dieser Effekt kann bei bestimmten Verhéltnissen von SLD und Dicke der einzelnen Schichten der
Lipide auftreten und wird auch in der Literatur beschrieben.®¥ Fir die typischen Dicken und SLDs
hydratisierter DMPC-Bilagen waére dies zum Beispiel durch die Anlagerung von 11 D, 0-Molekdlen pro
Lipid-Kopfgruppe gegeben, was durch Simulation der spekularen Reflexionsprofile einfach zu
Uberprifen ist. Die Lage der Ubrigen Bragg-Peaks lasst auf eine Dicke der Wiederholeinheiten von
dwansow re = (54,1 £ 1,0) A schlieRen, was in guter Ubereinstimmung der Ergebnisse von Tristram-
Nagle et al. fiir teilweise hydratisierte DMPC-Bilagen ist.*l Es ist hier nicht eindeutig zu sagen, ob es
zu einer Ausbildung einer Wasserschicht zwischen den einzelnen Bilagen kommt, weshalb an dieser
Stelle keine Unterscheidung zwischen diesem Zustand und einer Anlagerung von D,0-Molekiilen an
den DMPC-Kopfgruppen gemacht wird. Die weitere Auswertung erfolgte sodann am Bragg-Sheet
dritter Ordnung.

Die Bragg-Sheet-Breiten zeigten einen asymmetrischen Verlauf, welcher mit dem verwendeten
Programm nicht simuliert werden kann (siehe Abbildung 9.3 D). Wahrend fiir negative @, eine Zunahme
der Breite zu sehen ist, was dem theoretisch vorhergesagten Verhalten entspricht, ist im Bereich von
1,2-1073A"1 < @, < 0,75 1073A~1 eine Abnahme der Breite zu erkennen. Dieser musste somit fiir
die Simulation des Bragg-Sheet ignoriert werden. Dahingegen entsprach der Verlauf der Sheet-
Intensitdten sehr gut dem theoretischen Verhalten (siehe Abbildung 9.3 C). Eine vollstdndige
Ubereinstimmung mit den Datenpunkten konnte jedoch nicht erzielt werden, da die Simulation der
Breiten eine grélRere Auflésung AQ bendtigte, was zu einer Verbreiterung des simulierten Verlaufs im
Bereich von —0,2-1073A"* < @, < 0,2-1073A~* gefuhrt hitte. Dennoch kann die erreichte
Anpassung als zufriedenstellend angesehen werden. Die erhaltenen Parameter sind in Tabelle 9.2 zu
finden.

Die Luftfeuchtigkeit im Kammerinneren wurde anschlielend auf 95% RH erhoht, indem die
Temperatur des Flissigkeitsreservoirs erhdht wurde. Bis zum Start der Messung wurde erneut etwa drei
Stunden gewartet, damit das System den Gleichgewichtszustand erreichen konnte. Die Auswertung der
erhaltenen Messdaten ist in Abbildung 9.4 dargestellt. Verglichen mit der Messung bei 50% RH war
hier das Bragg-Sheet zweiter Ordnung zwar vorhanden, jedoch zeigte der entsprechende Peak in
spekularer Reflexion (Abbildung 9.4 B), ebenso wie der Peak erster Ordnung, eine Doppelpeak-
Struktur. Dies weist darauf hin, dass in der Probe zu diesem Zeitpunkt zwei Bereiche vorlagen, deren
innere Struktur sich voneinander unterschied. Die Lage der beobachteten Bragg-Peaks und die
zugehorigen Dicke der Wiederholeinheiten sind in Tabelle 9.1 aufgefthrt. Wie zu sehen ist weichen die
Dicken d, und d, von den tibrigen Dicken ab, erstere kann jedoch aufgrund der Uberlagerung mit d,
nicht verl&sslich bestimmt werden. Eine durchschnittliche Bilagendicke kann somit an den Werten d,-,
d3 und d, bestimmt werden, wodurch ein Wert von d,, 45 959, R = (53,9 £ 0,2) A erhalten wird. Somit
bestand kein signifikanter Unterschied der Dicken der Wiederholeinheiten bei Anderung der
Luftfeuchtigkeit. Die abweichenden Peakpositionen kodnnten durch teilweise Ausbildung von
Wasserzwischenschichten oder unterschiedliche Hydratisierung begriindet sein.
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Tabelle 9.1: Bragg-Peaks und zugehdrige Dicke der Wiederholeinheiten, ermittelt anhand der der
spekularen Reflexion der Probe unter 95% RH.

Lage des Bragg-Peaks Berechnete Dicke der
Ordnung o . L o
Q; [A71] Wiederholeinheiten d; [A]
1 0,116 54,0
1’ 0,120 52,2
2 0,227 55,4
2! 0,234 53,7
3 0,349 54,0
4 0,464 54,1

Die Auswertung der Messdaten fand erneut am Bragg-Sheet dritter Ordnung statt und ist in Abbildung
9.4 dargestellt. Die Wahl des Sheets geschah aufgrund dessen Eigenschaft, im Gegensatz zu den Peaks
niedrigerer Ordnung keine Doppelpeak-Struktur zu zeigen. Verglichen mit dem entsprechenden Peak
der Messung bei niedriger RH zeigte dieser jedoch eine deutlich verringerte Intensitéat. Ein Lagenverlust
kann bei Messungen unter Luft ausgeschlossen werden, weshalb es sich hierbei wahrscheinlich um ein
&hnliches Phanomen wie die Unterdriickung des Bragg-Peaks zweiter Ordnung bei der Messung unter
geringer Luftfeuchtigkeit handelt. Zusatzlich konnten bei der Auswertung der Sheet-Intensitaten und
-Breiten Unstimmigkeiten beobachtet werden. Wahrend die Auftragung der Intensitat (Abbildung 9.4
C) bei @, = 0 ein Maximum zeigte, war das Minimum der Sheet-Breite, welches an derselben Stelle
liegen sollte, zu positiven @, verschoben. Entsprechend musste bei der Prozessierung der Daten ein I'-
Offset verwendet werden, um einen Kompromiss beziiglich beider Peak-Eigenschaften zu erhalten.
Ahnlich wie bei der Auswertung der Messungen unter niedriger RH wurden Bragg-Sheet-Breiten im
Bereich von @, > 0,25 - 10~3A~1 nicht beachtet (siehe Abbildung 9.4 D). Weiter zeigte die Simulation
der Intensitdten nahe Q, = 0 etwas grolere Werte als die Messung. Eine Variation der Peakhohe war
anhand der im Auswertungsprogramm vorhandenen Parameter nicht mdglich, weshalb auf eine
Kompensation der Abweichung verzichtet werden musste. Die beobachtete Abweichung kénnte auf
einer fehlerhaften Normierung der Messdaten beruhen. Jedoch nutzt das hierfur verwendete Programm
die Neutronen-Zahl, welche wahrend der Messung am Referenz-Monitor gemessen wurde und in den
Daten abgespeichert wurde. Eine Anpassung dieses Werte widerspréche also den vor Ort gegebenen
Bedingungen und ist somit nicht sinnvoll. Die verringerte Intensitdt muss demnach probebedingt
entstanden sein. Moglicherweise ist dies anhand obengenannter Unterdriickung der Peak-Intensitéat zu
erklaren. Die geringe Intensitdt des Bragg-Sheets fulhrt auch zu gréBeren Ungenauigkeiten in der
Bestimmung der entsprechenden Sheet-Breiten, was die verglichen mit der vorherigen Messung deutlich
groReren Fehlerbalken erklart (vergleiche Abbildung 9.3 D und Abbildung 9.4 D). Dennoch konnte mit
den zur Verfligung stehenden Parametern insbesondere in der Mitte des Bragg-Sheets eine
zufriedenstellende Simulation erreicht werden. Die erhaltenen mechanischen Parameter sind in Tabelle
9.2 eingetragen und unterscheiden sich von denen der Messung bei niedriger RH nur wenig.
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9.2.2. Einfluss von D20 und PAH auf die mechanischen
Eigenschaften von DMPC-Multilagen

Die in Abschnitt 9.2.1 untersuchte Probe wurde im Anschluss an die Messungen unter Luft in D,O-
Umgebung vermessen. Hierzu wurde die Probezelle mit der Flissigkeit gefullt, sodass durch
Kapillarkrafte zwischen den Si-Bruchstiicken die gesamte Lipid-Multilage benetzt wurde. Im Inneren
der Probenkammer wurde eine Luftfeuchtigkeit von 95% RH eingestellt, was auch fiir nachfolgende
Experimente beibehalten wurde. Die erhaltene Messung und deren Auswertung sind in Abbildung 9.5
dargestellt. Die Messung zeigte ein Quellen der Probe auf eine Dicke der Wiederholeinheit von
dp,o = (62,6 + 1,2) A. Dies entspricht den Erwartungen auf Grundlage von Literatur- und
Erfahrungswerten und ist durch eine Einlagerung von Wasserschichten zwischen den Lipid-Bilagen
zurlckzufiihren. Gegeniiber den vorherigen Messungen wurde eine deutlich geringere Intensitat der
Bragg-Sheets héherer Ordnung beobachtet, wobei der Peak zweiter Ordnung deutlich schwacher
ausgepragt und der Peak dritter Ordnung gar nicht mehr vorhanden war. Da der Bragg-Peak erster
Ordnung jedoch noch stark ausgepragt war, ist ein Lagenverlust kein ausreichender Erklarungsansatz
fur diese Umstéande. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um eine Kombination von teilweisem
Lagenverlust und Kontrastverlust aufgrund der Léchrigkeit des Films. Dies ist jedoch mit dem
verwendeten Auswertungsprogramm nicht zu bestimmen.

Die Intensitdten des verwendeten Bragg-Sheets entlang @, waren entsprechend schwach ausgeprégt,
was die Anpassung dieser mit Gaul3-Funktionen erheblich erschwerte. Insbesondere bei Betrachtung der
Bragg-Sheet-Breiten (Abbildung 9.5 D) fiel ein starkes Rauschen der Datenpunkte auf, was auf
schlechte Anpassungen hinweist. Ein Einschranken der Anpassungs-Parameter konnte dieses Problem
etwas verbessern, jedoch nicht beheben. Aus diesem Grund wurde der Simulation der Bragg-Sheet-
Breiten bei der Auswertung weniger Gewicht zugesprochen und sich vermehrt auf den Verlauf der
Intensitdaten (Abbildung 9.5 C) konzentriert. Wie auch bei der Messung unter 95% RH war hier die
Intensitat nahe @, = 0 Kleiner, als dies simuliert werden konnte. Die Abweichung war bei der hier
diskutierten Messung jedoch hoher als bei der vorigen. Es kdnnte sich erneut um einen Hinweis auf
Unterdriickung der Peaks durch die Kombination von Schichtdicken und SLDs handeln. Auffallig ist
auch, dass bei Q; = =+ 0,66 A1 schwach ausgepragte lokale Maxima existieren. Diese kénnen bei
der Simulation berlicksichtigt werden. Der Parameter R des Auswertungsprogramms gibt den Radius
der kleinsten Strukturen an, welche auf der Oberflache der Probe bei der Berechnung bertcksichtigt
werden (siehe Gleichung (2.14)). Wird dieser unter den als Standard eingestellten Wert von 10.000 A
gesenkt, so entstehen die beobachteten lokalen Maxima. Zwar nimmt er somit keinen direkten Einfluss
auf die gesuchten mechanischen Parameter, jedoch schrénkt er den Parameterraum fiir A und n ein und
fahrt somit zu einer verlasslicheren Simulation. Wie in Abbildung 9.5 C zu sehen ist, konnten die lokalen
Maxima so gut beschrieben werden, jedoch blieb weiterhin die zu geringe Intensitat bei @, =0
vorhanden. Weiter ist zu erkennen, dass die Intensititen bei Q, ~ + 0,16 A= etwas unterschatzt
wurden. Dies konnte durch Anpassung der tbrigen Parameter zwar behoben werden, jedoch wiirde
somit der Verlauf nahe Q, = 0 deutlich breiter werden als dass es der Datenlage entspricht, weshalb
darauf verzichtet werden musste. Wie in Abbildung 9.5 D zu sehen beschreibt die Simulation der Bragg-
Sheet-Breiten die Datenlage nicht. Zwar sind einzelne Aspekte, wie zum Beispiel lokale Minima bei
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Abbildung 9.5: Auswertung der erhaltenen Daten aus der Messung von DMPC-Multilagen unter
D,0. Der zur Auswertung geeignete Bragg-Peak 2. Ordnung zeigt eine geringe Intensitat, die durch
die Simulation nicht angepasst werden kann. Die Auswertung ist somit nicht verlasslich moglich. A
Ausschnitt der Darstellung von Q, gegen Q. Die spekulare Reflexion ist mit einem gelben Kasten
markiert, das untersuchte Bragg-Sheet mit einem orangenen. B Spekulares Reflexionsprofil der
untersuchten Probe. C Erhaltene Bragg-Sheet-Intensitaten und Simulation der Datenpunkte. D
Erhaltene Bragg-Sheet-Breiten und Simulation der Datenpunkte. Die aus den Rohdaten extrahierten
Daten sind stark verrauscht.

Q, = * 0,66 A=, zu erkennen, jedoch sind diese in den Datenpunkten deutlich starker ausgepragt.
Aufgrund der schlechten Datenqualitt ist eine verlasslichere Simulation jedoch nicht méglich. Die so
erhaltenen mechanischen Parameter der Probe, wie sie in Tabelle 9.2 zu sehen sind, liegen deutlich
unterhalb derer der Messungen unter Luft. Dies entspricht den Erwartungen, da durch die
Wasserzwischenschichten die Beweglichkeit der einzelnen Bilagen steigt, was mit einem Absenken des
Kompressions-Moduls und der Biegesteifigkeit einher geht.

Die Flussigkeit im Reservoir des Probenhalters wurde anschlieRend durch eine 3 mg/ml Ldsung von
PAH (58 kDa) ausgetauscht. Die erste anschlieRende Messung der Probe fand etwa drei Stunden danach
statt. AnschlieBend fanden weitere Messung im Abstand von drei Stunden statt. Dies wurde wiederholt,
bis keine relevanten Anderungen der spekularen Reflexion mehr beobachtet wurden, was als Kriterium
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Abbildung 9.6: A Auftragung aller spekularen Messungen der DMPC-Multilagen unter PAH. Die
drei Bereiche, in denen Bragg-Peaks gefunden wurden sind mit farbigen Kasten markiert.
B Bilagenabstande der nach A bestimmten Peakpositionen unter der Annahme, dass es sich bei den
mit gleicher Kastenfarbe umrandeten Peaks um dieselbe Bragg-Peak Ordnung handelt. Die Farben
der Kurven entsprechen denen der Kéasten in A.

flr das Erreichen des Gleichgewichtszustands angesehen wurde. Die letzte Messung fand 60 h nach
dem Einfillen der Polyelektrolytlésung statt und zeigte, verglichen mit der vorherigen Messung, nur
noch geringfiigige Anderungen (siehe Abbildung 9.6 A). Zeigten die ersten Messungen noch Uberreste
des Bragg-Peaks zweiter Ordnung der Messung unter reinem D,O bei Q, = 0,20 A=, waren spéter nur
noch Peaks bei niedrigeren Streuvektoren zu erkennen. Die Position und damit die zugehdrige Dicke
der Wiederholeinheiten dnderten sich iber den betrachteten Zeitraum fortwéhrend, wie in Abbildung
9.6 B zu sehen ist. Hierbei fallt auf, dass die Bragg-Peaks erster und zweiter Ordnung (griine und rote
Linien) einen &hnlichen nichtmonotonen Verlauf beschrieben, der Peak erster Ordnung jedoch
allgemein kleinere Bilagendicken suggerierte. Dahingegen zeigte der Peak dritter Ordnung (schwarze
Linie) einen groRtenteils monotonen Anstieg. Da nach 60 h eine gute Ubereinstimmung der Dicke der
Wiederholeinheiten fiir alle drei Peaks gegeben ist, ist davon auszugehen, dass es sich hier um die Bragg-
Peaks der gequollenen Probe im Gleichgewichtszustand handelt. Das unterschiedliche Verhalten des
Peaks dritter Ordnung ist durch eine Uberlagerung mit dem Bragg-Peak erster Ordnung der Probe vor
Einfluss des Polyelektrolyts zu erklaren. Die Abnahme des Peaks der Spezies der vorherigen
Umgebungsbedingungen und die gute Ubereinstimmung der drei Peaks der gequollenen Probe lassen
darauf schlieRen, dass diese zum Zeitpunkt der letzten Messungen nicht mehr signifikant vorhanden
war. Bemerkenswert war hierbei auch die Zeitskala, auf der Anderungen beobachtet wurden. Wahrend
bei Experimenten mit DMPC-Oligobilagen in Kontakt mit PAH-LGsungen ein Gleichgewicht bereits
nach wenigen Stunden erreicht werden konnte,*! benétigte dies in den hier prasentierten Experimenten
an DMPC-Multilagen mehrere Tage. Es ist anzunehmen, dass die bendtigte Zeit mit der Zahl der Bilagen
allgemein stark zunimmt, was insbesondere hinsichtlich langsamerer Prozesse beachtet werden muss.
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Abbildung 9.7: Auswertung der erhaltenen Daten aus der Messung von DMPC-Multilagen unter
PAH (58 kDa) nach 60 h. Die Probe zeigt starkes Quellen. Aufgrund der nahe zusammenliegenden
Bragg-Peaks ist eine verlassliche Auswertung nicht moglich. A Darstellung Q, gegen Q. Die
spekulare Reflexion ist mit einem gelben Kasten markiert, das untersuchte Bragg-Sheet mit einem
orangenen. B Spekulares Reflexionsprofil der untersuchten Probe. C Erhaltene Bragg-Sheet-
Intensitaten und Simulation der Datenpunkte. D Erhaltene Bragg-Sheet-Breiten und Simulation der

Die Evaluierung der Messung, welche 60 h nach Zugabe der Polyelektrolyt-Ldsung gestartet wurde,
fand anhand des Bragg-Sheets dritter Ordnung statt. Die Bragg-Peaks erster und zweiter Ordnung
konnten hierbei nicht verwendet werden, da sie die in Abschnitt 9.2 genannten Voraussetzungen nicht
erfillten. Es war jedoch unklar, ob die Reflektivitat des Peaks dritter Ordnung fiir die Auswertung nicht
auch zu hoch war, da diese immerhin noch etwa 7% der Intensitat des ersten Bragg-Peaks betrug.
Zusétzlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass dieser nicht weiterhin mit dem Bragg-Peak erster
Ordnung von Uberresten der nicht-gequollenen Probe iiberlagerte. Da jedoch der Peak vierter Ordnung
fur die Auswertung deutlich zu schwach war, blieb nur diese Mdéglichkeit tibrig. Die Auswertung ist in
Abbildung 9.7 dargestellt. Aufgrund der starken Quellung des Filmes und damit einhergehenden Lage
des Bragg-Sheets in Q,, konnten diese nur zwischen @, = £+ 0,3 A~ aufgenommen werden (siehe
Abbildung 9.7 A). Erneut wurden die Bragg-Sheet-Intensitdten nahe @, = 0 durch die Simulation
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Tabelle 9.2: Erhaltene Bilagenabstéande und mechanische Parameter der untersuchten Probe bei
Interaktion mit PAH.

De -
Bilagendicke gl;g::: Gennes- P Caillé- KOin;rF:;e > B:cegli
d [A] eIk Parameter arameter Modul stel ;(g elt
[A] A [4] N p[mpa) | < [ksT]
50% RH 54,1+1,0 10000 9 0,012 19,7 21,6
95% RH 53,9+ 0,2 10000 10 0,012 18,1 24,2
D0 62,6 +1,2 1000 20 0,18 0,44 2,75
3 mg/ml 193+ 8 6500 20 0,075 0,11 2,18
PAH (58 kDa)

Uberschatzt (siehe Abbildung 9.7 C). Um die lokalen Maxima bei @, = % 0,10 A wu
beriicksichtigen war es nétig, R und A gegeniiber der Messung unter DO zu erhéhen, und gleichzeitig
n zu verringern. Hierdurch konnte jedoch der zu sehende Abfall bei |Q,|| < 0,13 A= nicht mehr
zufriedenstellend simuliert werden. Ebenso lielen sich die erhaltenen Bragg-Sheet-Breiten mithilfe des
so eingeschrénkten Parameterraums nicht simulieren. Wahrend nahe Q; = 0 noch recht geringe
Abweichungen der Simulation von den Messdaten zu sehen waren, zeigten insbesondere Werte im
Bereich von Q; < —0,13 A~ deutliche Diskrepanzen.

Zusammen mit den bereits beschriebenen Problemen hinsichtlich des analysierten Bragg-Sheets miissen
die hier erhaltenen Parameter somit kritisch betrachtet werden. Diese zeigen im Vergleich zur
vorherigen Messung unter reinem DO eine Abnahme sowohl der Biegesteifigkeit als auch des
Kompressions-Moduls. Somit konnten stabilisierenden Eigenschaften des Polyelektrolyts bei
Einwirkung auf DMPC-Multilagen mithilfe von off-spekularer Streuung nicht nachgewiesen werden.
Die erhaltenen Parameter sind zusammen denen der anderen untersuchten experimentellen Bedingungen
in Tabelle 9.2 eingetragen.

9.3. Untersuchungen der mechanischen Parameter von
DMPC-Multilagen unter Einfluss von HS

Zusétzlich zu den gezeigten Experimenten zur Untersuchung der Interaktionen von DMPC-Multilagen
mit PAH sollten auch Einfliisse von HS auf die mechanischen Parameter eines ebensolchen Filmes
untersucht werden. Da in vorherigen Experimenten an DMPC-Oligobilagen bereits beobachtet wurde,
dass ein solches System mehrere Wochen bis zum Erreichen eines Gleichgewichtszustandes
bendtigt,2%! wurden zwei wie in Abschnitt 9.1 beschrieben praparierte Proben bereits einige Zeit vor
Beginn der Experimente in einer Losung von 3 mg/ml HS (730 kDa) in DO inkubiert. Da die HS zum
Zeitpunkt der Planung der Experimente nicht in ausreichender Menge zur Verfligung stand und sich die
Lieferung stark verzdgerte, konnte eine Inkubation erst etwa 12 Tage vor Beginn der ersten Messungen
stattfinden. Die entsprechenden spekularen Reflexionen sind in Abbildung 2.4 zusammen mit der in
Abschnitt 9.2 untersuchten Probe unter D,O dargestellt. Hierbei war der Peak der nicht-gequollenen
Probe noch deutlich vorhanden. Jedoch waren durch die Wechselwirkung mit HS neue Bragg-Peaks bei
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Abbildung 9.8: Spekulare Reflexion der untersuchten Proben nach zwolftagiger Inkubation mit HS.
Zum Vergleich ist die spekulare Reflexion der in Abschnitt 9.2 beschriebenen Probe unter D,O
dargestellt.

Q, ~ 0,06 A= zu erkennen. Diese weisen auf die Koexistenz von gequollenen und nicht-gequollenen
Teilen der Probe. Fir eine detaillierte Auswertung des entsprechenden Bragg-Sheets lag der Peak jedoch
bei einem zu kleinen Q. Es ist anzunehmen, dass mit weiterer Zeit die Peaks der nicht-gequollenen
Spezies abgenommen und die der gequollenen Spezies zunehmend an Intensitdt gewonnen héatten.

9.4. Diskussion der Untersuchungen mechanischer
Parameter an DMPC-Multilagen

Ziel der in diesem Kapitel beschrieben Experimente war es, mithilfe von off-spekularer
Neutronenstreuung die mechanischen Parameter von DMPC-Multilagen zu bestimmen. Hierbei sollten
insbesondere stabilisierende Eigenschaften des synthetischen Polyelektrolyts PAH und des natiirlichen
Polysaccharids HS auf die Lipide untersucht werden. Fiir beide Polymere wurde in vorherigen
Experimenten ein stabilisierender Effekt auf DMPC-Oligobilagen gegeniiber Scherkraften
nachgewiesen. Es wurde vermutet, dass dies auf Verkettungen der einzelnen Bilagen Uber eingelagerte
Polymere zuriickzufilhren ist.2%2%1 |m Falle der HS wurden mehrere Wochen zum Erreichen eines
Gleichgewichtszustandes bendtigt, wohingegen bei Verwendung von PAH nur wenige Stunden
vonnéten waren. Dennoch konnten in Scherexperimenten vergleichbare stabilisierende Eigenschaften
nachgewiesen werden. Somit ist PAH als Ersatzstoff fur die Untersuchung dieser Effekte geeignet.
Alternativ zur direkten Untersuchung durch mechanische Belastung der Proben kénnen mithilfe der off-
spekularen Neutronenstreuung die durch Rauigkeiten und Fluktuationen der Wiederholeinheiten
entstehenden  Bragg-Sheets untersucht werden. Anhand derer Entwicklung in @, der
Streuvektorkomponente parallel zur Probenoberflache, kann das Kompressions-Modul und die
Biegesteifigkeit der Probe, also die vertikale und laterale Beweglichkeit der DMPC-Bilagen, evaluiert
werden. Die erhaltenen Werte und zugehorige Modellvorstellungen der Probe sind in Abbildung 9.9
dargestellt und werden im Folgenden diskutiert.
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Abbildung 9.9: A Auftragung der mechanischen Parameter der in Abschnitt 9.2 untersuchten Probe
unter unterschiedlichen Bedingungen. B Zugehdrige Modellvorstellungen zu den experimentellen
Bedingungen. Durch erhéhte RH sind die DMPC-Kopfgruppen starker hydratisiert, unter DO kommt
es zur Ausbildung von Wasserzwischenschichten. Die Zugabe von PAH fuhrt zu einem weiteren
Quellen des Filmes, wobei sich die Polyelektrolyte an die Bilagen anlagern, in die Kettenschichten
einlagern sowie sich in den Zwischenréumen aufhalten. 2%

Um einen besseren Eindruck tber die Einflusse der verschiedenen experimentellen Bedingungen zu
erhalten, wurde eine Proben zunéchst unter niedriger und hoher Luftfeuchtigkeit untersucht.
Biegesteifigkeit und Kompression-Modul waren in der GréRenordnung, wie sie von Schenk et al. fur
Glykolipid-Multilagen unter hoher Luftfeuchtigkeit berichtet wurden.*? Diese sind bedeutend groRer,
als die berichteten Werte flr aquivalente Proben unter D, 0, was fur eine geringe Beweglichkeit der
einzelnen Bilagen in lateraler beziehungsweise vertikaler Richtung spricht.[* #81 Die durch erhéhte
Luftfeuchtigkeit anzunehmende starkere Hydratisierung der Lipide hatte nur einen geringen Einfluss
auf die mechanischen Eigenschaften. Die spekulare Reflexion der Probe zeigte jedoch einen starken
Einfluss durch die gednderten experimentellen Bedingungen. Hier wurden bei 95% RH Anzeichen von
mehreren simultan existenten Probenbereichen mit unterschiedlichen Bilagenabstdnden gefunden.

Durch die Zugabe von reinem D,O zum Flissigkeitsreservoir der Probenhalterung wurden starke
Einflisse auf die Reflektivitat der Probe sowie deren mechanischen Parameter beobachtet. Die Bragg-
Sheets waren verglichen mit den vorherigen Messungen zu kleineren Q,, verschoben, was die Quellung
des Multilagensystems durch Ausbildung von Wasserzwischenschichten zeigt. Im Vergleich zu den
vorherigen Messungen war die Intensitat des zweiten Bragg-Sheets sehr gering, was wahrscheinlich auf
eine Kombination von teilweisem Lagenverlust und Effekten der Peak-Unterdriickung zurtickzufiihren
war. Bragg-Sheets hoherer Ordnung waren nicht zu erkennen. Somit war auch die Auswertung der
Messung in Hinsicht auf die mechanischen Eigenschaften schwierig, da die Auswertung der Sheet-
Breiten stark streuende Werte lieferte. Die Simulation wurde deshalb hauptséchlich unter
Bertcksichtigung der Sheet-Intensitaten durchgefiihrt, wobei die nach Simulation erhaltenen Verldufe
zumindest auch einige Charakteristiken der Sheet-Breiten abbilden konnte. Somit sind die erhaltenen
mechanischen Parameter kritisch zu betrachten. Diese zeigten eine deutliche Abnahme verglichen zu
den vorherigen Messungen in gasformiger D-O-Umgebung. Dies weist auf eine deutlich verbesserte

178



9. Untersuchung der mechanischen Eigenschaften von DMPC-Multilagen mit off-spekularer
Neutronenstreuung

Beweglichkeit der Bilagen hin. Da diese unter diesen Bedingungen nicht mehr im direkten Kontakt
stehen und somit nur noch schwach interagieren, erscheint diese Erkenntnis plausibel. Eine
vergleichbare Abnahme der Parameter durch Bulk-D,0 wurde von Schenk et al. bei der Untersuchung
von Glykolipid-Multilagen beobachtet.[*4

Die anschlielende Zugabe von PAH fiihrte zu einem starken Quellen der Probe. Dies wurde bereits in
vorherigen Experimenten beobachtet, jedoch benétigte das Multilagensystem deutlich langer bis zum
Erreichen eines Gleichgewichtszustandes. Es ist anzunehmen, dass die hierfur benétigte Zeit mit der
Zahl an vorhandenen Bilagen steigt. Die spekulare Reflexion zeigte vor allem in friihen Messungen eine
Mischung des durch PAH gequollenen Filmes und des Filmes unter D,0. Dies erwies sich als
problematisch, da das einzige zur Auswertung geeignete Bragg-Sheet so mit einer der vorherigen
experimentellen Bedingungen tberlagerte. Nach 60 h war das entsprechende Sheet jedoch nicht mehr
zu erkennen, wohingegen vier Ordnungen der Bragg-Sheets durch Einwirkung von PAH zu erkennen
waren. Eine zufriedenstellende Simulation der Intensitdten und Breiten des gewéhlten Sheets war
dennoch nicht méglich. Wahrend die Simulation ersterer allgemein zu groRe Werte zeigte, zeigte die
Simulation der Sheet-Breiten wenig Ahnlichkeit zur den gemessenen Datenpunkten. Es wurde dennoch
versucht, Gber vorsichtige Wahl der im Auswertungsprogramm zur Verfligung stehenden Parameter die
Abweichungen so gering wie mdglich zu halten, um eine Aussage Uber die mechanischen Parameter
treffen zu konnen. Diese waren verglichen mit den aus der Messung unter reinem D,0 erhaltenen
Parametern etwas verringert, was auf eine hohere Beweglichkeit schlieBen l&sst. Der entstandene
Unterschied ist jedoch angesichts der starken Quellung der Probe erstaunlich gering. Dies kénnte ein
Hinweis auf Verkettungen der Bilagen durch PAH-Molekiile sein. Eine fundierte Aussage ist jedoch
aufgrund der begrenzten Qualitat der zugrundeliegenden Auswertungen nicht moglich.

Zur Untersuchung der Einflusse von HS auf DMPC-Multilagen wurden entsprechende Proben etwa
zwoOIf Tage vor den Messungen in einer Losung des Polysaccharids in D,0 inkubiert. Eine langere
Inkubation war aufgrund von Lieferschwierigkeiten der HS nicht mdglich. Die Messungen zeigten zwar
ein teilweises Quellen der Probe, jedoch entsprach der GroBteil der erhaltenen Reflektivitdt dem
Verhalten einer Probe unter reinem D, 0. Die beobachteten Bragg-Sheets der gequollenen Spezies lagen
aulerdem bei sehr kleinen Q, weshalb nur ein sehr kleiner Bereich von @, gemessen wurde. Somit
konnte zwar die Interaktion des Polysaccharids mit dem Multilagensystem nachgewiesen werden, eine
detaillierte Auswertung war jedoch nicht moglich. Es ist denkbar, dass durch eine langere Inkubation
der Proben bessere Ergebnisse erzielt werden kdnnen. In Anbetracht der deutlich gestiegenen Zeit bis
zum Erreichen des Gleichgewichts bei der Interaktion von DMPC-Multilagen mit PAH ist anzunehmen,
dass auch fur die Interaktion von HS deutlich mehr Zeit bendtigt wird als in den vorherigen
Experimenten mit Oligobilagen.

Das Ziel, stabilisierende Eigenschaften von DMPC-Multilagen unter Einwirkung von PAH und HS
mithilfe von off-spekularer Neutronenreflexion zu untersuchen konnte nicht erreicht werden. Zwar
waren die erhaltenen mechanischen Parameter konsistent mit den Modellvorstellungen der Proben unter
den verschiedenen Bedingungen, die der Auswertung zugrundeliegenden Simulationen waren jedoch
gerade unter Flussigkeiten kritisch. Somit waren auch die erhaltenen Parameter wenig verlasslich. Da
fur die Simulation der Bragg-Sheets deren Intensititen und Breiten bendtigt werden, ist fur zukinftige
Untersuchungen daftir Sorge zu tragen, dass die erhaltenen Werte méglichst wenig Rauschen zeigen.
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Hierfur ist vor allem eine gute Qualitat der Messung vonndéten, was zum Beispiel durch eine langere
Aufnahme der einzelnen Datenpunkte erreicht werden konnte. Auch die Praparation von Proben mit
einer groReren Zahl an Lipid-Bilagen kénnten die Datenqualitat verbessern. Somit ware fir zukinftige
Untersuchungen eventuell auch die Auswertung der bei der Interaktion von HS mit dem
Multilagensystem beobachteten Bragg-Sheets moglich. Die Préparation von dickeren Proben wirde
jedoch wahrscheinlich auch die benétigte Zeit zum Erreichen des Gleichgewichtszustandes erhéhen.
Gerade bei der Interaktion mit HS ware dies problematisch, da hierfir wahrscheinlich bereits fir Proben,
wie sie in den hier beschriebenen Experimenten verwendet wurden, einige Monate Inkubationszeit
benotigt werden, um brauchbare Ergebnisse zu erzielen.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zwei kombinierte Messaufbauten flir simultane Untersuchungen
mittels NR, ATR-FTIR-Spektroskopie und SE zu entwickeln. Diese Messtechniken finden breite
Anwendung in der Untersuchung weicher Materie, haben jedoch ihre individuellen Vor- und Nachteile.
So erlaubt zum Beispiel NR die Untersuchung des inneren Aufbaus von Proben, sowie ihrer chemischen
Zusammensetzung, jedoch ist die Auswertung komplex und die dafiir verwendeten Modelle haufig nicht
eindeutig. NR, ATR-FTIR-Spektroskopie und SE konnen jedoch komplementar genutzt werden, um
ihre jeweiligen Starken zu kombinieren, wodurch detaillierte Aussagen tber die untersuchten Proben
getroffen werden konnen. Insbesondere die parallele Nutzung ist hierbei von Interesse, da so mégliche
Unterschiede, welche bei gleich praparierten aber separat gemessenen Proben auftreten kdnnen,
vermieden werden. Die Eignung der Messmethoden fir in situ Studien in wassriger Umgebung
ermdglicht ferner Untersuchungen unter biologisch relevanten Bedingungen.

In den nachfolgenden Abschnitten werden die zentralen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zusammengefasst. Hierbei wird zundchst die Entwicklung der kombinierten Messaufbauten
beschrieben, wie sie in Kapitel 4 zu sehen ist. Auch werden in diesem Abschnitt die Pilotexperimente
rekapituliert, welche in den verschiedenen Entwicklungsstadien der Aufbauten durchgefihrt wurden.
AnschlieBend werden wichtige Erkenntnisse der in Kapitel 5 beschriebenen Untersuchungen zur
Interaktion von AuNPs mit Lipid-Oligobilagen zusammengefasst. Der nachste Abschnitt beschreibt
dann die Erkenntnisse aus den in den Kapiteln 6 bis 8 beschriebenen Untersuchungen an biomimetischen
Membranen mit Membranproteinen. Zuletzt werden auch die in Kapitel 9 présentierten Untersuchungen
zu den mechanischen Eigenschaften von Lipid-Multilagen dargestellt.

10.1. Entwicklung kombinierter Messapparaturen

Die kombinierten Messaufbauten sollten fir zwei verschiedene Neutronenreflektometer des ILL
konzipiert werden, sodass sowohl die Untersuchung von horizontalen als auch vertikalen
Probenorientierungen ermoglicht wird. Es war keine feste Installation an den Reflektometern
vorgesehen, stattdessen sollte es sich bei den Aufbauten um mobile Aufsatze auf deren Probentischen
handeln. So sollte gewahrleistet werden, dass die Messapparaturen an verschiedenen Reflektometern
genutzt und flexibel an unterschiedliche experimentelle Erfordernisse angepasst werden kdnnen. Weiter
kdnnen solche Aufbauten anderen interessierten Forschungsgruppen zur Verfuigung gestellt werden, die
so von den Vorteilen der parallelen Charakterisierung ihrer Proben durch die komplementaren
Messtechniken profitieren kdnnen.

Fur erste Tests eines Prototyp-Systems fiir den Aufbau in horizontaler Probenorientierung wurde das
IR-Spektrometer, dessen Detektor sowie die Strahlfihrung und Probenhalter zu Anpassungszwecken
auf einer Holzplatte montiert und am Reflektometer FIGARO des ILL installiert. Hierbei wurde
festgestellt, dass bei den fiur NR typischen Verkippungen des Probentisches keine signifikanten
Einflisse auf die IR-Spektren auftreten und der vorhandene Platz am Instrument fir den geplanten
Aufbau ausreichend war. Somit wurde sichergestellt, dass in den anschliefenden Entwicklungsstadien
der Aufbauten keine vermeidbaren Probleme auftraten.
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Aufbauend auf den durch das Prototyp-System gewonnenen Erkenntnissen wurde ein Aufbau fiir NR
und ATR-FTIR-Spektroskopie erstellt, bei welchem die fir die IR-Spektroskopie ndtigen Komponenten
auf einer modularen Aluminium-Plattform montiert waren. Es wurden Anderungen am Strahlengang
vorgenommen, welche dessen mechanische Stabilitat verbesserten und auBerdem die Mdoglichkeit
eroffneten, diesen mit Trockengas zu spilen, um atmosphérische Absorptionsbanden zu minimieren. In
Pilotexperimenten wurde die Interaktion von AuNPs mit Chol-haltigen DMPC-Oligobilagen untersucht.
Hierbei wurde das Quellverhalten und der teilweise Abbau der Probe tbereinstimmend mit NR und
ATR-FTIR-Spektroskopie zu beobachten. Die Experimente zeigten jedoch auch grundlegende
Probleme des Aufbaus auf, welche Anlass flr weitere Verbesserungen gaben.

So war der Verbrauch an Trockengas sehr hoch, weshalb bei der Spulung mit Stickstoff aus einer
Gasflasche diese mindestens einmal tdglich gewechselt werden musste, wobei der Spilvorgang
unterbrochen wurde. Ebenso gestaltete sich der Probenwechsel aufgrund der Schlauchanordung und -
flhrung als problematisch und fuhrte dariber hinaus zum Auftreten von Stdrsignalen in den IR-
Spektren. Weiter war zu diesem Zeitpunkt die Mdglichkeit der parallelen Nutzung von SE noch nicht
gegeben. Die Entwicklung der dafiir nétigen Probenzelle sowie die Integration des Ellipsometers in die
Messapparatur waren Aufgabe der Kooperationspartner um Thomas Ederth (Universitat Linkoping,
Schweden) und zu diesem Zeitpunkt noch in Entwicklung.

Basierend auf den vorhergehenden Erkenntnissen wurde der finale Aufbau fir horizontale
Probenorientierungen entwickelt. Hierfuir wurde die Grundplatte des Aufbaus mit einem Wasserverteiler
ausgestattet, welcher die Probenzellen per Schnellverbinder mit Kihlwasser versorgte und somit die
Zahl der festen Schlauchanschliisse an diesen halbierte. Auch wurden Anderungen an den Teilen der
IR-Strahlflihrung vorgenommen, welche fur die Reflexion des Strahls aus der Detektor-Ebene hin zur
Probe sorgten, sodass zusammen mit den zuvor genannten Anderungen der Kiihlwasserzufuhr der
Probenwechsel erheblich vereinfacht wurde und auRerdem die Stabilitdt der Strahlfuhrung erhéht
wurde. Da zu diesem Zeitpunkt die Dimensionen des Ellipsometers und der Probenzelle bekannt waren,
konnten diese bereits in die Planung mit einbezogen werden. Hierfur wurden die IR-Komponenten hoher
gesetzt und der Probentisch des Aufbaus mit einer Adapterplatte fiir den SE-Aufsatz ausgestattet.

In Pilotexperimenten mit dem finalen Aufbau wurde die Zerstérung von DMPC-Oligobilagen durch
AUNPs untersucht. Die verwendeten NPs waren dabei deutlich groRer als solche, die an anderen Stellen
der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, was zu einer deutlich abweichenden Interaktion mit den
Lipidfilmen verglichen mit kleinen Partikeln fiihrte. Die Abbauprozesse wurden in Kkinetischen
Messungen untersucht, wobei die Ergebnisse der drei Messtechniken unterhalb der
Phasenibergangstemperatur der Lipide in guter Naherung Ubereinstimmende Ergebnisse lieferten.
Oberhalb der Phasentibergangstemperatur waren dagegen Abweichungen zu erkennen, insbesondere SE
zeigte hier einen bedeutend schnelleren Abbau der Probe. Dies wurde dem geringen Unterschied der
Brechungsindizes von Probe und Flussigphase zugeschrieben, was die Verlasslichkeit der Auswertung
der SE-Daten einschrankt. Zum Zeitpunkt der Experimente stand auflerdem eine fest installierte
Stickstoffzufuhr am Reflektometer zur Verfigung, die von einem Flissigstickstoff-Reservoir
abgezweigt wurde und eine kontinuierliche Spilung des Strahlengangs mit Trockengas ermdglichte. Die
komplementéren Messtechniken zeigten insgesamt vergleichbare Ergebnisse und demonstrierten die
Madglichkeit, durch den Vergleich miteinander die Interpretation der einzelnen Datensétze zu verfeinern.
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Der Aufbau fur vertikale Probenorientierungen war fur das Reflektometer D17 des ILL vorgesehen.
Mithilfe der Vorkenntnisse des Aufbaus fur horizontale Probenorientierungen konnte ohne Konstruktion
von Prototypen eine vollstandige Plattform fur NR, ATR-FTIR-Spektroskopie und SE entworfen
werden, in welcher IR-Spektrometer, Probenhalterung und IR-Detektor auf separaten Ebenen platziert
waren. Diese Konstruktion bedurfte nur minimaler Anpassungen vor Ort. Aufgrund des Gewichts des
Ellipsometers war die verwendete Hebebiihne einem groRen seitlichen Drehmoment ausgesetzt, weshalb
diese gegen einen Aluminiumblock ausgetauscht wurde. Aufgrund sehr guter Reproduzierbarkeit der
Probenposition durch die verwendeten Adapter- und Magnetplatten der Probenhalterung war die so
eingeblfte Justage der Probenposition jedoch vertretbar.

In den Pilotexperimenten zum Aufbau fur vertikale Probenpositionen wurde die Interaktion von AuNPs
verschiedener GroRen sowie Mg?*-lonen mit proteinhaltigen Lipid-Oligobilagen untersucht. Hierbei
erwies sich die Lange des Strahlengangs als problematisch fiir dessen Spilung mit Trockengas.
Wihrend in den Experimenten zunichst gute Ubereinstimmung der Ergebnisse aus den drei
verwendeten Messtechniken beobachtet wurde, waren im weiteren Verlauf bei starker Quellung der
Proben erhebliche Abweichungen von SE zu den komplementéren Messtechniken zu erkennen. Dies
wurde erneut dem schlechten Kontrast zwischen Probe und Flussigphase zugeordnet. Dariiber hinaus
konnte der Aufbau ebenso auf den Probentisch des Reflektometers SuperADAM des ILL installiert und
erfolgreich betrieben werden. Dies bendtigte minimale Anpassungen der Grundplatte und erméglicht
die Nutzung der charakteristischen Vorteile des Instruments gegentiber anderen Reflektometern.

Das Ziel der Konstruktion zweier Messaufbauten fiir die kombinierte NR, ATR-FTIR-Spektroskopie
und SE war somit erreicht. Es handelt sich um die ersten Messaufbauten weltweit, die die gleichzeitige
Probencharakterisierung mit den obigen Untersuchungsmethoden erméglichen. Die Pilotexperimente
demonstrierten den Nutzen komplementarer Messtechniken zur besseren Interpretation der erhaltenen
Ergebnisse. Weitere Verbesserungen des Aufbaus kdnnten lber eine Reduktion des Volumens der IR-
Strahlftihrung durch eine Verkleinerung deren Durchmessers erreicht werden. Somit wirde die Spilung
mit Trockengas verbessert werden, was die Analyse von Absorptionsbanden, welche mit denen
atmospharischer Gase Uberlagern, ermdglicht. Insbesondere hinsichtlich der Untersuchung von
Proteinstrukturen ware eine genaue Analyse der Amid-l1 Bande vorteilhaft, welche allerdings mit
Rotationsschwingungsbanden von H, O (berlagert.

Eine Verkleinerung des Strahlengang-Durchmessers wiirde jedoch auch mit einem Verlust an IR-
Strahlintensitdt einhergehen, was zu einer langeren bendtigten Messdauer zum Erreichen eines guten
Signal-zu-Rausch Verhaltnisses fihren wiirde. Dies ware jedoch flr die meisten in der vorliegenden
Avrbeit untersuchten Prozesse vertretbar. Lediglich kinetische Messungen mit hoher zeitlicher Aufldsung
wdren maoglicherweise erschwert. Weiter misste beachtet werden, dass eine Verkleinerung des
Durchmessers zu ungewollten Kollisionen des Strahls mit den Innenwéanden der zur Strahlfiihrung
genutzten Tuben flihren und somit verfalschten Spektrum fiihren kann. Es ware somit wichtig, auch den
Strahldurchmesser zu reduzieren, um solche Stérungen zu vermeiden.

Eine weitere Mdglichkeit zur Reduktion des zu spilenden Volumens wére eine Verkirzung des
Strahlengangs. Im Falle des Aufbaus fir horizontale Probenpositionen wére eine deutliche Verkirzung
des Strahlengangs maglich, indem der IR-Strahl die Probenposition von der Spektrometer- anstelle der
Detektorseite erreichen wirde. Die fur den beschriebenen Aufbau verwendete Strahlfiihrung und der
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darin enthaltene Zusatzweg stammte aus der Konstruktion des ersten Prototypen. Hierin war eine
Teleskopapparatur zu Beginn des Strahlengangs enthalten, was sich spéater als nachteilig herausstellte.
Zwar wurde diese entfernt, die allgemeine Form des Strahlengangs jedoch beibehalten. Somit kénnte
die L&nge des Strahlengangs fur zukiinftige Arbeiten verringert werden.

Fur den Aufbau fir vertikale Probenpositionen wére eine Verkirzung des Strahlengangs durch
Erhohung der Position des Spektrometers moglich. Hierbei miisste dafir Sorge getragen werden, dass
es zu keinerlei Kollision mit Bauteilen des Reflektometers kommt. Eine Verkiirzung des Strahlengangs
héatte fur beide Aufbauten héchstwahrscheinlich keine negativen Nebenerscheinungen, jedoch wére die
Reduktion des gespulten VVolumens fiir den Aufbau fir vertikale Probenpositionen verglichen mit der
zuvor genannten Methode eher gering. Es sollte zusatzlich dafiir Sorge getragen werden, dass die
Spilung des Aufbaus mit Trockengas bereits einige Zeit vor Beginn der Messungen startet, um so
atmospharische Gase aus dem Strahlengang und den Gehdusen von Spektrometer und Detektor
bestmdglich zu verdréngen.

Das beobachtete Problem der Storsignale in den IR-Spektren nach Probenwechsel ist schwierig zu
beheben. Solange Untersuchungen entsprechend planbar sind, sollte auf den Probenwechsel zwischen
einzelnen Messserien verzichtet werden. Da die beobachteten Signale aufgrund stehender Wellen durch
Reflexionen an den einzelnen optischen Elementen zustande kommen, kdnnte auch der Einsatz von
fokussierenden Optiken Verbesserungen mit sich bringen, was die Justage jedoch erheblich komplexer
machen wirde. Aktuell sind sie Aufbauten somit besonders fir Untersuchungen geeignet, welche ohne
Probenwechsel auskommen, wie zum Beispiel kinetische Prozesse.

10.2. Interaktionen von Gold-Nanopartikeln mit Lipid-
Oligobilagen

Die in den kombinierten Aufbauten verwendeten Messtechniken wurden verwendet, um biomimetische
Membranen und deren Interaktion mit AUNPSs zu untersuchen. Untersuchungen an diesen fanden sowohl
mit den kombinierten Messaufbauten als auch mit separaten Messungen mittels NR, XRR, ATR-FTIR-
Spektroskopie und SE am HZB, dem KIT und in den Laboren in der Arbeitsgruppe Dahint in Heidelberg
statt. Fir die Verwendung von ATR-FTIR-Spektroskopie ohne gleichzeitige Nutzung komplementérer
Messtechniken wurde die Plattform und Strahlfihrung des kombinierten Messaufbaus fiir horizontale
Probenorientierungen verwendet.

Es wurden Membranen verschiedener Komplexitat untersucht. Erste Voruntersuchungen von DMPC-
Oligobilagen zeigten gute Ubereinstimmung der gemessenen Probeneigenschaftenen mit
Literaturwerten. Mithilfe von NR und ATR-FTIR wurde eine Interaktion von AuNPs und MgCI?* mit
hydratisierten Oligobilagen nachgewiesen, was jeweils mit einer teilweisen Zerstorung der Lipid-Probe,
aber auch mit einem Quellprozess einherging. Zusétzlich war mithilfe von ATR-FTIR-Spektroskopie
eine Anderung der Lipid-Struktur anhand der Lage der CH,-Valenzschwingungsbande durch Interaktion
mit AuNPs nachzuweisen, welche aus den NR-Messungen nicht hervorging. Aufgrund der separaten
Untersuchung zweier verschiedener Proben kann es jedoch sein, dass die Abweichungen aufgrund von
Probe-zu-Probe Unterschieden zustande kamen. Ebenso kdnnte das Alter der verwendeten AuNPs die
Ergebnisse beeinflusst haben.
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Die strukturellen Einflisse eingelagerten Chols in den DMPC-Oligobilagen wurden in
Voruntersuchungen bestimmt und entsprachen den nach der Literatur zu erwartenden Effekten. Auch
bei diesen Proben konnte eine Interaktion von AuNPs und MgCl, auf die Oligobilagen nachgewiesen
werden. Die Effekte waren hierbei jedoch schwécher als bei reinen DMPC-Proben, was auf
stabilisierende Einflisse des eingelagerten Sterols schlieen lasst. Hier zeigten sich trotz simultaner
Messungen Unterschiede zwischen den Ergebnissen aus NR und ATR-FTIR-Spektroskopie. IR-
Spektren zeigten deutlich geringere Einfliisse der AuNPs auf die CH,-Valenzschwingungsbanden als
dies aus den Ergebnissen der NR-Messungen zu erwarten gewesen wére. Es wird vermutet, dass die
Abschwachung der CH,-Valenzschwingungsbanden durch Quellen und Abtragen der Probe zumindest
teilweise durch angelagerte AuNPs und deren oberflichenadsorbierte Tenside kompensiert wird.
Dariiber hinaus wurden spektrale Abweichungen aufgrund der Probenwechsel zwischen den einzelnen
Messungen vermutet. Neben der Stabilitat gegen AuNPs und MgCl,, war auch die allgemeine Stabilitét
der aufgebrachten Proben erhoht, weshalb diese seltener als reine DMPC-Oligobilagen beim Befiillen
der Probenzelle mit Flissigkeit zerstdrt wurden. Insbesondere aufgrund der begrenzten Messzeiten an
Neutronenreflektometern ist dies eine wiinschenswerte Eigenschaft.

10.3. Untersuchungen an Lipidfilmen mit
Membranproteinen

Die biomimetischen Membranen wurden in den ndchsten Schritten um typische Membranproteine
erweitert. Als integrales Protein wurde dabei beispielhaft GramD verwendet, welches in die DMPC-
Oligobilagen eingebracht wurde. Hierbei wurden sowohl Proben ohne als auch mit Chol verwendet. Die
Amid-Banden des Proteins konnten mithilfe von ATR-FTIR-Spektroskopie nachgewiesen werden.
Anderungen der Sekundarstruktur des Proteins sollten sich in einer Anderung der Amid-1-Bandenform
bemerkbar machen. Chol-freie Proben zeigten mit ATR-FTIR-Spektroskopie zwar eine Interaktion mit
AuNPs, jedoch war dies &hnlich wie bei der Untersuchung proteinfreier Oligobilagen allein ein Quellen
und wahrscheinlich teilweises Abtragen der Probe, wohingegen keine signifikante Anderung der Amid-
I-Bandenstruktur beobachtet wurde. Proben, welche zusétzlich Chol enthielten und sowohl mit NR als
auch ATR-FTIR-Spektroskopie untersucht wurden, zeigten dahingegen keine signifikanten Einfllisse
durch AuNPs und ein verringertes Quellverhalten durch MgCl,. Letzteres war auch bei einer
rudimentdaren Untersuchung von Chol-freien proteinhaltigen Oligobilagen mit NR zu beobachten,
weshalb davon vermutet wurde, dass GramD die Affinitat der Lipid-Kopfgruppen zur Anlagerung von
Mg?2*-lonen verringert und somit weniger Coulomb-Repulsion zwischen den Bilagen auftritt. Weiter
wurde isoliertes GramD auf hydrophoben Si-Substraten mit ATR-FTIR-Spektroskopie untersucht. Auch
hier wurde kein Einfluss der AuNPs auf die Proteinstruktur festgestellt. Ebenso zeigte dieses beachtliche
Stabilitat gegen erhdhte Temperaturen. Bis zu einer final gemessenen Temperatur von 55 °C konnten
keinerlei Einflusse auf die Amid-I-Bande nachgewiesen werden, was fir eine aullergewdhnliche
Stabilitat der Sekundarstruktur spricht.

Die Untersuchungen von GramD-haltigen Lipid-Oligobilagen zeigten somit eine insgesamt geringere
Interaktion sowohl mit Fremdsalzen als auch AuNPs, was flr eine Stabilisierung der Filme durch die
Einbettung der Proteine spricht. Diese wiederum zeigten eine grof3e Stabilitdt sowohl gegenuber der
zugegebenen NPs und Salzldsung als auch Hitze. Eine Anderung der Amid-1-Bandenstruktur, welche
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wiederum auf eine Anderung der Sekundarstruktur des Proteins hinweisen wiirde, konnte in keinem Fall
beobachtet werden. Fir weitere Untersuchungen an Lipid-Oligobilagen mit GramD sollten
Interaktionen mit AuNPs an bereits durch Salzlésung gequollenen Proben stattfinden. Dies kénnte es
den NPs erlauben, sich auch zwischen tieferliegenden Bilagen einzulagern und somit die beobachteten
Interaktionen verstarken. Da die antibiotischen Eigenschaften von GramD auf dessen Fahigkeit basieren
als lonenkanal fur monovalente lonen zu agieren, konnte die Verwendung entsprechender Salze
maoglicherweise starkere Quelleffekte ausldsen, als es durch die fur die vorliegende Arbeit verwendeten
Mg?2*-lonen der Fall war. Jedoch ist die Affinitat der DMPC-Kopfgruppen fiir diese lonen insgesamt
geringer, weshalb die Effekte gegenldufig sein kdnnten. Fir die allgemeine Untersuchung integraler
Proteine in biomimetischen Membranen wére auch die Verwendung anderer Membranproteine
interessant. Deren Isolierung ohne Verlust der nativen Struktur ist jedoch aufwandig, sodass fiir die
vorliegende Arbeit keine Alternative gefunden wurde, welche in ausreichender Menge erhaltlich
gewesen ware.

Zur Untersuchung von Membranmodellen mit peripheren Proteinen wurden Lipid-Oligobilagen
Ldsungen von CytC ausgesetzt welches an diesen adsorbieren sollte. Reine DMPC-Proben zeigten keine
Anlagerung des Proteins. Gemischte Proben mit anionischem DMPG, das eine Anlagerung von CytC
fordern sollte, waren nur bei sehr kleinen Anteilen des letztgenannten Lipids und hohem Chol-Gehalt
stabil gegen Flissigphasen, so dass Oligobilagen fiir diese Untersuchungen nicht verwendet werden
konnten. In durch Vesikelfusion praparierten Bilagen konnte jedoch ein hdherer Anteil geladener Lipide
und damit eine Anlagerung des Proteins erreicht werden. Durch Verdinnung der Flissigphase konnte
eine teilweise Reversibilitat der Anlagerung beobachtet werden. Bei Zugabe von AuNPs konnte jedoch
keine Interaktion des Proteins mit diesen festgestellt werden, was jedoch moglicherweise der geringen
Probendicke und entsprechend schwachen Absorptionsbanden in ATR-FTIR-Spektroskopie geschuldet
war. Fir weitere Untersuchungen mit CytC wadre ein grofRerer Anteil an geladenen Lipiden eine
Madglichkeit die Bandenintensitdten des Proteins zu verstarken, da so eine groRere Anlagerung und
damit intensivere Absorptionsbanden zu erwarten wéren. Eventuelle Interaktionen mit NPs waren somit
ebenso deutlicher sichtbar. Auch die Anlagerung isolierter Proteine auf Si-Substraten mit hydrophober
Oberflache konnte demonstriert werden. Die Bandenintensitaten waren hierbei jedoch noch schwacher
als bei geladenen Bilagen. AulRerdem zeigten die IR-Spektren nach Verdunnen der Flissigphase
Absorptionsbanden unbekannten Ursprungs. Diese Methode der Probenpréparation ist somit fur die
Untersuchung peripherer Membranproteine weniger gut geeignet.

Die Interaktion von AuNPs mit biomimetischen Membranen unterschiedlicher Komplexitat wurde
anhand mehrerer Untersuchungen demonstriert. Dabei konnten sowohl strukturelle Einflisse der
Partikel als auch verwendeter Salzlésung nachgewiesen werden. Die Verwendung in die Membranen
integrierten Chols und des integralen Proteins GramD zeigte dabei stabilisierende Effekte. Eine
Untersuchung von Membranen mit einem peripheren Protein war bei Verwendung von Oligobilagen
nicht moglich, jedoch konnten die Proteine bei Verwendung von aus Vesikelfusion praparierten Lipid-
Bilagen mit einem grofieren Anteil geladener Lipide nachgewiesen werden. Die verwendeten NPs
zeigten jedoch keine Einflisse auf die Amid-1-Banden und damit die Sekundérstruktur von GramD oder
CytC.
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Um eine bessere Vergleichbarkeit der Untersuchungen zu erreichen, sollten mdglichst ahnliche AuNPs
verwendet werden. Deren physikochemischen Eigenschaften werden durch ihre GroRe und adsorbierte
Tenside beeinflusst, weshalb verschiedene Ansatze der Partikel zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren
konnen. Da die in der vorliegenden Arbeit présentierten Ergebnisse jedoch tber einen langen Zeitraum
entstanden und die Synthese der Partikeln in spateren Stadien der Arbeit groBere Probleme bereitete,
war dies nicht moglich. Die Hintergriinde der missgliickten Synthesen konnte nicht geklart werden,
jedoch konnten gekaufte AuNPs erfolgreich funktionalisiert werden, sodass diese eine brauchbare
Alternative zu vollstandig selbst synthetisierten AuNPs darstellten. Auch hinsichtlich der
Reproduzierbarkeit erscheint dies fiir zuklnftige Untersuchungen ein sinnvoller Ansatz zu sein.

In weiteren Untersuchungen wurde der enzymatische Abbau von Membranproteinen durch die
Serinprotease Chymotrypsin mit ATR-FTIR-Spektroskopie demonstriert. Wahrend isoliertes GramD
wenig Interaktion mit dem Enzym zeigte, war eine Abnahme der Amid-I-Bande von auf geladenen
Lipid-Bilagen adsorbiertem CytC zu erkennen, was auf eine teilweise Verdauung des Proteins hinweist.
Bei Erh6hung der Enzymkonzentration wurde dies jedoch durch eine Anlagerung dessen lberdeckt.
Auch wurde der enzymatische Abbau von SR-Membranen untersucht. Hierbei handelte es sich um
biologische Membranen, die aus Muskelgewebe von Hasen isoliert wurden. Bei Zugabe des Enzyms
zeigte sich ein langsamer Abbauprozess, welcher nach etwa 1,5 Tagen abgeschlossen gewesen ware.
Aufgrund der geringen Geschwindigkeit war dies jedoch wéhrend der Messung nicht zu erkennen,
weshalb die Untersuchungen zu friih beendet wurden. Die IR-Spektren zeigten eine starkere Abnahme
der Amid-1-Bande als der CH,-Valenzschwingungsbanden, was im Einklang mit der Funktion von
Chymotrypsin als Peptidase steht. Bei hohen Enzymkonzentrationen wurde eine Zunahme der CH,-
Valenzschwingungsbanden beobachtet, was nicht abschlieBend erklart werden konnte. Es wurde
vermutet, dass es sich hierbei um Uberreste aufgeplatzter Membranen auf der Oberfliache handelt, wobei
die Proteine schnell abgebaut wurden und somit nicht zu einer Zunahme der Amid-I-Bande fiihrten.

Da sowohl die Untersuchungen an CytC als auch SR-Membranen zum Ende der Arbeit durchgefihrt
wurden, konnten sie im Rahmen dieser nicht mehr wiederholt werden. Sie zeigten jedoch das Potential,
diese Mechanismen mit ATR-FTIR-Spektroskopie zu untersuchen. Fiir weitere Erkenntnisse sollten die
Untersuchungen durch komplementdre Messtechniken unterstiitzt werden. Die Ergebnisse der
Untersuchung von SR-Membranen wurden im Anschluss von der Arbeitsgruppe Tanaka aufgegriffen,
mit komplementdren Untersuchungen gestutzt und in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Dahint
publiziert.[2%

10.4. Untersuchung der mechanischen Eigenschaften von
Lipid-Multilagen

In weiteren Experimenten wurde mittels off-spekularer NR die Einfliisse von Polyelektrolyten auf
DMPC-Multilagen untersucht. Es wurden starke Quelleffekte bei Interaktion der Multilagen mit dem
Polyelektrolyt PAH festgestellt. Der Prozess lief dabei tiber einen bedeutend gréReren Zeitraum ab, als
dies bei vorherigen Untersuchungen an Oligobilagen der Fall war. Dies erschien in Anbetracht der
deutlich gréReren Bilagenzahlen verstéandlich. Eine verléssliche Simulation der Messdaten Parameter
war jedoch nur bedingt moglich, weshalb keine fundierten Aussagen Uber die Einfliisse des
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Polyelektrolyts auf die mechanischen Parameter der Multilagen getroffen werden konnen. Flr
zukinftige analoge Untersuchungen sollten Anstrengungen unternommen werden, die Datenqualitat zu
verbessern und so eine Simulation zu ermdglichen. Hierzu konnte die Bilagenzahl oder die Messdauer

erhéht werden.
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12. Anhang

12.1. Einfluss der Verkippung des Probentisches auf
erhaltene IR-Spektren in IRRAS-Konfiguration
Im Rahmen erster Tests des Prototypen fir das Instrument FIGARO wurde der Einfluss der Verkippung

des Probentisches, wie er bei einer NR-Messung vonnoten ist, getestet. Wie im Abschnitt 4.2.1
beschrieben war das Gehause des Detektors aufgrund eines defekten Fensters nicht verwendbar, weshalb

B
A-
Drehachse trometer
1
I
I
1
I
1
I
o Fokus-
2 sierende
5 :
Q@ B Optik |__.
<
)
S
o
I
i
I
i
C - D -
or] 3 ALl ERS
15} +25 gz’ 15’—(;4'5 gz»
—o g1l ~ \\N 45 B1f
— 2,4 s . — I 8
L 10 - S S 10F | -
— 3050 3000 2950 2900 2850 2800 — I 3050 3000 2950 2900_” 2850 2800
5 5| Wellenzahl [cm™] ‘| 5 em
g g
o il o
D 0 ol & @
Q0 Q0
<< <<
5 ;
i M
-10 1 L 1 L i -10 L L 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahl [cm™] Wellenzahl [cm™]

Abbildung 12.1: Einfluss der Verkippung des Probentischs auf die erhaltenen IR-Spektren.
A Verwendeter Prototyp des FIGARO-Aufbaus. Aufgrund defekter Fenster konnte das
Detektorgehduse nicht verwendet werden. B Skizze des Aufbaus aus Vogelperspektive mit
eingezeichneten Drehachsen @ und A. C/D Erhaltene Spektren bei Verkippung des Probentischs um
@-, beziehungsweise A4-Drehachse. Die AusschnittsvergroRerungen zeigen die Spektren im Bereich
der CH,-Valenzschwingungsbanden und sind in den Gesamtspektren durch gestrichelte Késten
markiert. Die stark verrauschten Absorptionsbanden entstanden durch Absorptionen der Luft im
Strahlengang und zeigen aufgrund fehlender Spillung mit Trockengas gréRRere Schwankungen.
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der Strahlengang nicht gespllt werden konnte (siehe Abbildung 12.1 A). Fir die Messung des
Hintergrundspektrums wurden die beiden Arme an Position S, und S5 der Strahlfiihrung so ausgerichtet,
dass im direkten Durchschuss durch das Tubus-System das Einkanalspektrum gemessen wurde. Als
Probe wurde ein Bruchstiick eines Gold-bedampften Siliziumwafers verwendet, welcher mit einem
SAM aus perdeuteriertem Octadecanthiol beschichtet war. Dieses war zwischen den zum Probentisch
hin gewinkelten Armen S, und S5 der IR-Strahlfuhrung auf einer Plattform platziert, welche dabei um
45° aus der Detektorebene ausgelenkt waren. Die Verkippung des Aufbaus erfolgte in den Achsen &
und A, welche in Abbildung 12.1 B eingezeichnet sind. Absorptionsspektren der Probe wurden in
neutraler Position des Aufbaus und den maximalen Auslenkungen der Drehachsen aufgenommen und
sind in Abbildung 12.1 C und D zu sehen. Bei maximaler Auslenkung beider Achsen konnte ein Einfluss
auf die Form der CH,-Valenzschwingungsbanden in den Bereichen (2950~2925)cm™! und
(2900~2885) cm™! festgestellt werden. Dieser war jedoch sehr gering und es wurde geschlussfolgert,
dass dieser fur weitere Messungen vernachléssigt werden kann.

12.2. Aufkommen von Etalons bei Probenmanipulation

Das Aufkommen von periodischen Signalen in gemessenen Spektren, sogenannten Etalons, ist ein
héufiges Problem bei der Arbeit mit IR-Spektroskopie. Es handelt sich um stehende Wellen durch
Teilreflexionen an Medienubergédngen im Strahlengang, wie zum Beispiel an Fenstern oder Linsen.
Unterscheidet sich die Periodizitét der Etalons zwischen den gemessenen Einkanalspektren, treten diese
auch im Absorptionsspektrum auf.

Bei der Entwicklung des kombinierten Messaufbaus traten Etalons in mehreren Messungen auf.
Insbesondere Messungen in externer Reflexions-Konfiguration, analog zum verwendeten Prototypen in
Abschnitt 12.1, zeigten sich anféllig. Es konnte festgestellt werden, dass auch kleine Manipulationen
der Probenpositionierung zum Auftreten starker Etalons fiihrten. Ein Beispiel ist in Abbildung 12.2
dargestellt. Hierbei wurde ein mit einem SAM aus perdeuteriertem Octadecanthiol beschichteter, Gold-
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Abbildung 12.2: Anderung des IR-Spektrums durch Drehung der Probe in Reflexions-Konfiguration.
Alle Messungen nach erstmaliger Probenmanipulation zeigten deutlich das Auftreten von Etalons.
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bedampfter Siliziumwafer verwendet. Zwar war der Strahlengang hierbei gespult, die direkte Umgebung
der Probe wurde jedoch zur einfacheren Manipulation offengelassen, weshalb mit Absorptionsbanden
atmospharischer Gase zu rechnen war. Ein Einkanal-Reflexionsspektrum des Wafers diente als
Hintergrundspektrum. Im direkten Anschluss wurde ein Absorptionsspektrum des Wafers
aufgenommen, ohne diesen zuvor zu manipulieren. Wie erwartet, war bis auf atmosphérische
Absorptionsbanden eine Nulllinie zu erkennen. AnschlieRend wurde der Wafer in 90°-Schritten gedreht
und jeweils ein Absorptionsspektrum bis zur vollstandigen Drehung aufgenommen. Es wurden keine
weiteren Anderungen am Strahlengang vorgenommen. Alle Spektren nach der ersten Probendrehung
zeigten Etalons Uber den gesamten gemessenen Spektralbereich.
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Abbildung 2.1: Elastische Reflexion eines einfallenden Neutronen- oder Rontgenstrahls kO unter dem
Winkel 8 > Oc an einem Substrat unter Luft. Ein Teil der Strahlung tritt in das Substrat mit dem
WellenVektOr KIM @N.1] ..........ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e vee e ettt s s snanen 6
Abbildung 2.2: Reflexion eines einfallenden Neutronen- oder Rontgenstrahls kO unter dem Winkel

0 > Oc an einem Substrat mit diinner Beschichtung. Analog zu Abbildung 2.1 findet teilweise
Reflexion und Transmission an den Grenzflichen statt. Die reflektierten Anteile kr und kr'
interferieren je nach entstandenem Phasenunterschied konstruktiv oder destruktiv und erzeugen so
charakteristische Interferenzmuster in den aufgenommenen Reflexionsprofilen.l? ...............ccccveueunc.. 7
Abbildung 2.3: Simulation des Reflexionsprofils eines Neutronenstrahls an einer idealen D20-
Oberfliche. Durch das Aufbringen einer arbitrdren Schicht entstehen Kiessig-Oszillationen, deren
Periodizitdt abhdngig von der Dicke der Schicht ist. Die Intensitdt der Interferenzmuster ist abhdngig
von der Differenz der SLD von D20 und der SCRICAL. ..........coouevcuivcircieiiiiienienie sttt see e 8
Abbildung 2.4: Simulation des Reflexionsprofils eines Neutronenstrahls an einer rauen Probe. Die
aufgetragene Schicht hatte eine konstante Dicke von d = 100 A und p = 3,5 A — 2. Rauigkeiten oi an
den Grenzflichen 1 und 2 dufern sich auf unterschiedliche Arten in den erhaltenen Profilen.............. 9
Abbildung 2.5: Simulation des Reflexionsprofils eines Neutronenstrahls an unterschiedlichen Zahlen
von Wiederholungen N zweier arbitrdrer Schichten auf D20. Durch konstruktive Interferenz der an
den Wiederholeinheiten (Schicht 1 und Schicht 2) reflektierten Strahlung ergeben sich Bragg-Peaks,
die durch die gestrichelten Kdisten markiert sind. Je grofler N, desto deutlicher sind die Bragg-Peaks
ausgeprdgt. Thre Abstinde AQBragg sind unabhdngig von N und antiproportional zur Dicke der
Wiederholeinheit, hier der Summe der Dicke von Schicht 1 und Schicht 2. Dahingegen sinkt der
Abstand der Kiessig-Oszillationen AQKiessig mit zunehmendem N aufgrund der wachsenden
PrODENAICKE. ..ottt e e e s 10
Abbildung 2.6: Schematische Darstellung iiblicher Reflektometer. A Monochromatisches
Reflektometer. Ein monochromatischer Strahl wird auf die Oberfldche geleitet. Durch Variation des
Winkels 8 der Probe und des Winkels 20 des Detektors wird die spekulare Reflexion RQ erhalten. B
Time-of-flight Reflektometer. Ein Chopperrad erzeugt einen Strahlungspuls, welcher unter einem
festen Winkel 0 auf die Probe geleitet wird. Die Wellenlinge, und somit auch Q, ergeben sich aus der
Summe der zuriickgelegten Wegstrecken L1 und L2 zwischen Chopperrad, Reflexionspunkt und
Detektor, sowie der dafiir benétigten Zeit unter Annahme elastischer Reflexion.!” ..............cccooeu..... 11
Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Messung off-spekularer Reflektometrie. Um die
Abweichung vom spekularen Verhalten zu messen, wird sowohl der Winkel () des einfallenden Strahls
zur Probe, als auch der Winkel I' zwischen einfallendem Strahl und Detektor varriiert. Aus diesen wird
der Streuvektor Q berechnet, welcher sich aus den orthogonalen Komponenten Qz und Q ||
ZUSAMIMERSCIZE™] ..ottt en s en e annans 14
Abbildung 2.8: Beispielmessung von off-spekularer NR an einer Probe von Lipid-Multilagen. Die
aufgetragenen Daten wurden einer der in Abschnitt 9 beschriebenen Messserien entnommen. A
Auftragung der Reflektivitit R in Qz und Q |l. Entlang Q ||= 0 kann die spekulare NR beobachtet
werden. Orthogonal zu den Positionen der Bragg-Peaks kann die off-spekulare Reflektivitiit der Probe
beobachtet werden. B Auftragung des in A gelb markierten Bragg-Sheets bei Qz = 0,35 A — 1. ....... 15
Abbildung 2.9: Schematische Darstellung eines Aufbaus zur Messung von Ellipsometrie. Die
Kombination von Lichtquelle und Polarisator erzeugt linear polarisiertes Licht, dessen
Polarisationswinkel iiber den Modulator eingestellt werden kann. Bei Reflexion an einer
Probenoberfliche kommt es aufgrund unterschiedlicher optischer Weglingen zwischen dem direkt
reflektierten Strahl und denen, die die Probe durchquert und aus dieser nach Reflexion am Substrat
wieder austreten zu einer Phasenverschiebung (siehe Detailansicht). So entsteht elliptisch
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polarisiertes Licht. Analysator und Detektor bestimmen die ellipsometrischen Winkel ¥ und A durch
Messung der Lichtintensitdt in Abhdingigkeit des Polarisationswinkels.>? ¥ ..........cccooeveveeeveereeennn 17
Abbildung 2.10: Aufbau und Funktionsweise eines FTIR-Spektrometers. Durch einen Strahlteiler wird
das Licht der verwendeten Quelle in zwei Teile gespalten. Wiihrend ein Teil von einem fixierten Spiegel
reflektiert wird, wird der andere an einem sich bewegenden Spiegel reflektiert. Durch Rekombination
kommt es zu Interferenzmustern. Der Detektor misst die Intensitdt in Abhdngigkeit der Spiegelposition
d, was der Fourier-Transformierten des urspriinglichen Spektrums entspricht. Eine weitere Fourier-
Transformation durch die verwendete Software rekonstruiert das urspriingliche Spektrum. Die
Abbildung zeigt den einfachen Fall einer monochromatischen Lichtquelle zur Visualisierung der
Funktionsweise, wihrend in reellen IR-Spektrometern breitbandige Lichtquellen eingesetzt werden.””!

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der ATR-Messtechnik. Einfallendes IR-Licht im Substrat
wird an der Grenzfliche zu Probe und Probenmedium totalreflektiert, wobei ein evaneszentes Feld
ausgebildet wird (dargestellt als Halbellipse mit Farbverlauf). Dessen Intensitdit nimmt exponentiell
mit dem Abstand z zur Grenzfliche ab und ist aufSerdem von den Brechungsindizes des Substrats nl
und des Probenmediums n2, sowie dem Einfallswinkel ¢ abhdngig. Das evaneszente Feld wird von
Probe und Probenmedium absorbiert und schwicht somit das reflektierte Licht ab.’” %% ............. 22
Abbildung 2.12: Schematische Darstellung einer typischen Zellmembran. Das Grundgeriist wird
durch Lipide gebildet. Verschiedene Arten von Proteinen binden an die Lipid-Bilage oder lagern sich
in diese ein, ebenso wie Sterole. Die Zusammensetzung der Membran bestimmt durch die Vielzahl an
verschiedenen Komponenten deren biologische FunktionalitGt.l5 ............cccooeeeeeveeeeeveereeeeeeeenn. 24
Abbildung 2.13: A Grundlegender Aufbau von Phospholipiden. Die obige Darstellung zeigt das
Grundgeriist, bestehend aus Glycerol (griin), den veresterten Fettsduren (blau), der Phosphatgruppe
(schwarz) und der Kopfgruppe X (rot). Fiir letztere ist eine Auswahl von typischen Kandidaten und
dem damit assoziierten Namen des Phospholipids gegeben.! B Cholesterol, das héiiufigste in
Eukaryoten-Membranen anzutreffende Sterol. Das Sterol-Grundgeriist ist rot eingezeichnet.............. 25
Abbildung 2.14: Darstellung typischer Phasen von Lipid-Bilagen. Von links nach rechts sind die
thermodynamisch stabilen Anordnungen bei steigender Temperatur dargestellt, wobei die PB'-Phase
nur bei einigen Phosphatidylcholinen beobachtet Wird.[3 ..............cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieereeeveeann. 27
Abbildung 2.15: Him C Gruppe, wie sie in Zytochrom C vorzufinden ist. Das zentrale Eisen-lon wird
sechsfach koordiniert. Es wird vierfach durch die Stickstoff-Atome des Porphyrin-Rings koordiniert,
wihrend zwei weitere Koordinationen durch Methionin und Histidin der Protein-Seitenketten gegeben

STALT oot et ettt n et n et a et e st ananaerans 29
Abbildung 3.1: Synthese von MACI (3) nach Tien et L.l ..........c.coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeveveeeeenns 35
Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Rotationsbeschichtung von Si-Substraten mit Lipid-

Oligobilagen nach Mennicke et GLI5Y ..............coooooeeeeeeiieeiieeieeee e 38

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Strukturdnderung von Lipid-Oligobilagen durch
Trocknung. Die Riickstinde des Losungsmittels (griine Kreise) konnen durch verminderten Druck (A)
oder Hitzeeinwirkung (B) entfernt werden. Vakuumtrocknung fiihrt zu einem lateralen
Zusammenwachsen der Locher in den Bilagen, wobei die Probendicke erhalten bleibt. Bei der
Hitzetrocknung erfolgt zusdtzlich ein Ausheilen der inneren Bilagen durch Molekiile der dufSeren
LQGON. ..ottt ettt et e e e bt e e e bt e e e e bt e e e e bbe e e e e nbaee s e abaee e e areeas 39
Abbildung 3.4: Querschnitt der zur SAM-Beschichtung von ATR-Kristallen verwendeten Konstruktion.
Die beiden Hilften der Teflon-Form werden durch sechs Rindelschrauben (zwei vor der
Querschnittsebene nicht dargestellt) zusammengepresst, sodass ein nach oben geoffneter Hohlraum
iiber der zu beschichteten Seite des Kristalls entsteht, in den die Silan-Losung eingefiillt wird. Durch
die Abdichtung iiber O-Ringe (schwarze Kreise) wird die ungewollte Beschichtung der anderen
Kristall-FIGCHen Vermieden. ...............cocvviivviniiiiiniiiiiiiiiiiiiintctsi it 41
Abbildung 3.5: Fliissigkeitszelle und Geometrie des fiir temperaturkontrollierte Messungen
verwendeten XRR-Aufbaus. A Seitlicher Querschnitt mit Peltier-Elementen (Kiihler nicht
eingezeichnet). Fliissigkeitsaustausch mit einem externen Reservoir erfolgte tiber einer

Xiv



Peristaltikpumpe. Die Fliissigkeitszelle wurde iiber eine Réindelschraube zwischen den Peltier-
Elementen fixiert. B Frontaler Querschnitt mit Geometrie der Rontgenstrahlung. Durch Verfahren der
Winkel von Rontgenquelle und Detektor zur Probenoberfliche findet die Messung in 8 /20-Geometrie
Y 171 P 42
Abbildung 3.6: A Reflexionen des IR-Strahls innerhalb der verwendeten Si-Kristalle.

B Absorptionsspektrum eines Si-Kristalls in ATR-Konfiguration. Ein Hintergrundsspektrum wurde
mittels direktem Durchschuss des IR-Strahles ohne Interaktion mit einem Substrat verwendet. Hierfiir
wurde der in Abschnitt 4.2 beschriebene Aufbau so eingestellt, dass alle Reflexionen in einer Ebene
SEAIFAIACH. ...ttt ettt et e b e bt s h e s a e st e bt e bt e s bt e sbeesaeesate et e eabeenbeesaeesanenas 45
Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der ATR-FTIR-Messung an einer mit Lipid-Oligobilagen
der Dicke dlip beschichteten Oberfldche. Die Absorption durch die Probe findet mit einem bei der
Reflexion an der Grenzfliche entstehenden evaneszenten Feld statt (rote Ellipse), welches in
Abhdingigkeit des Abstands z zu dieser exponentiell abfdllt. Die dufSeren Lipid-Bilagen tragen
demnach bedeutend weniger zur gesamten Absorption der Probe bei als die inneren. ........................ 46
Abbildung 3.8: Schematische Darstellung des Abléseprozesses von Lipid-Oligobilagen. Beim Losen
der duferen Bilage von der Probe wird die néchste Bilage zur dufseren mit der entsprechenden
Wasserzwischenschicht der Dicke AW 3. .......ccooueeiiieieiiiieeieeee ettt see e 48
Abbildung 3.9: Beispielhafte Auswertung einer Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahme von NPs. A
Gesamtbild und gewdhlter Bildausschnitt zur Auswertung. B Bildausschnitt nach Anwendung des
FFT-Bandpassfilters. C Isolierte Partikel nach Anwendung eines Hochpassfilters. .........ccouovvveveunnn. 49
Abbildung 4.1: Skizze des fiir den FIGARO-Prototypen geplanten Strahlengangs (links). Der Wechsel
zwischen Detektor- und Probenebene ist durch den gestrichelten Kasten markiert. Innerhalb des ATR-
Kristalls wird der IR-Strahl fiinfmal reflektiert (rechts). Eine mégliche Fokussierung des Strahls,
dargestellt durch rote Konusse, mithilfe von Parabolspiegel an den Stellen S; und S; miisste diesen
deshalb auf einen gedachten Punkt unterhalb des Kristalls ausriCRten. ...........cccooveveuevceeisieenieenieninnns 53
Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Reduktion des Strahldurchmessers des Spektrometers
mithilfe einer plankonvexen und einer plankonkaven (A), beziehungsweise zweier plankonvexen (B)
Linsen. Der Aufbau kann durch Verschiebung der plankonvexen Linse (blauer Pfeil) konfokal
eingestellt werden. C Aufbau zur Reduktion des Strahldurchmessers im Prototyp des kombinierten
Messaufbaus. Die plankonvexe Linse ist in den Kollimationsadapter eingesetzt, welcher am oberen
Ende des Gehduses zu sehen ist. Das Gehduse kann zur Spiilung mit Trockengas verschlossen werden.

Abbildung 4.3: Der Prototyp des ATR-FTIR-Aufbaus an FIGARO im August 2019 war auf einer
Holzplatte montiert, welche auf dem Probentisch des NR-Instruments installiert werden konnte. Der
Durchmesser IR-Strahl wurde mithilfe fokussierender Optik, welche in dem rechts im Bild zu sehenden
Gehduse untergebracht war, reduziert (siehe hierzu auch Abbildung 4.2 C). Das Gehduse des
Detektors (vorne links) wurde aufgrund fehlerhafter Fenster entfernt. ..........cccccevoevvenveeneensennneennens 56
Abbildung 4.4: A Die Halterung der Fliissigkeitszelle. Die Kombination aus zwei Adapterplatten mit
Langléchern und einer kommerziell erhdltlichen Hebebiihne erlaubt die Justage der Probe in drei
Achsen. Die Fliissigkeitszelle selbst stammt aus den Arbeiten von Martin Kreutzer und Felicitas
Schwaorer '* 71 ynd erlaubt die gleichmdfige Temperierung der Probe durch einen externen
Kryostaten (nicht dargestellt). B Mithilfe einer Peristaltikpumpe und einem Tygon-Schlauchsystem

wurde ein konstanter Durchfluss in der Fliissigkeitszelle geWarleistet. ........couvvvevvueviercvecieesieenieennns 58
Abbildung 4.5: Der vorldufige Aufbau zur Kombination von NR und ATR-FTIR an FIGARO bei Tests
an FIGARO im Januar 2020 (A) und ersten Messungen im Februar 2020 (B). .......cccooeeeevnercenenens 59

Abbildung 4.6: Skizze des zur Modellierung der NR-Profile von DMPC-Oligobilagen mit 20% Chol-
Anteil verwendeten Modells. Alle N Bilagen sind in ihrem Aufbau gleich, das heif3t, dass alle
dquivalenten Dicken dKopf und dKette, die SLDs pKopf und pKette und die Lésungsmittelanteile
¢w, lip identisch sind. Die Dicke der inneren Wasserzwischenschichten dw?2 wird als gleich
angenommen, die Dicken dw1lder ersten und letzten Wasserzwischenschicht dw3 werden separat
angepasst. Alle Rauigkeiten o zwischen den einzelnen Schichten werden als identisch betrachtet...... 60



Abbildung 4.7: Skizze der durch Chol-Einlagerung erwarteten strukturellen Anderungen der DMPC-
Struktur. A zeigt die Monolage vor Einlagerung von Chol. Die Kopfgruppen sind gleichgerichtet, die
Kettengruppen liegen teilweise ungeordnet vor. In Gegenwart von Chol (B) lagern die Kopfgruppen
um, um den hydrophoben Bereich abzuschirmen. Die Kettengruppen werden gestreckt und nehmen so
eine geringere Grundflache @in.[7] ............ccooeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e 61
Abbildung 4.8: NR-Profile eines DMPC-Oligobilagensystems mit 20% Chol-Anteil unter D,O, MgCl>
und zweier AuNP-Konzentrationen. Die gemessenen Daten sind als Punkte dargestellt, die nach
Simulation des Systems erhaltenen Anpassungen als LiNGeN. ..........cccccoceevveeveeseenieenieniieeieeneeneeseeas 62
Abbildung 4.9: IR-Absorptionsspektren der untersuchten Probe eines DMPC-Oligobilagensystems mit
20% Chol-Anteil. Der Einzug zeigt das Integral der asymmetrischen CH>-Valenzschwingungsbande
bei 2919 cm — 1. Es wurden jeweils 512 Spektren bei einer Auflosung von 4 cm — 1 gemittelt, was in
einem Zeitbedarfvon 3,23 min je MesSsung reSUltierte. ..........ocouuveeieenveerieesieesieesieniene e 63
Abbildung 4.10: Schematische Darstellung der Strahlengdinge innerhalb des ATR-Kristalls. ATR-FTIR
und SE teilen sich eine Einfallsebene, erreichen die beschichtete Oberfldche jedoch von
unterschiedlichen Seiten des Kristalls. Die Einfallsebene des Neutronenstrahls ist orthogonal zu
Einfallsebene der iibrigen MeSSIMEINOAEN. ..............cccoccueiiiiiiiiiiiiieieeeseeseesee ettt 66
Abbildung 4.11: A Technische Zeichnung der SE-Einheit des kombinierten Messaufbaus mit
eingebauter Fliissigkeitszelle. Reproduziert mit Genehmigung.!'” B Explosionszeichnung der
Fliissigkeitszelle, entwickelt von T. Ederth. Reproduziert mit Genehmigung.!"” C Kombinierter
Messaufbau im Juni 2021 an FIGARQ. ......c..cocoeiiiiiiiiiiiiiieeeeese ettt st st st 67
Abbildung 4.12: NR-Messdaten und Anpassungen von DMPC-Oligobilagen unter D0 (schwarz),
sowie Anderung der Bragg-Peaks bei Interaktion mit AuNP (AusschnittvergréfSerungen). Die in den
Vergrofierungen dargestellten Bereiche sind mit gestrichelten Kdsten markiert. Aufgrund der lingeren
Messung wurde bei der Darstellung bei 18 °C (A) ein zeitlicher Abstand der Profile von 3 min
gewdhlt, wohingegen bei 26 °C (B) alle Profile aufgetragen sind. Je Messung der in den
Vergrofierungen dargestellten Auftragungen wurde die Reflektivitdt iiber 1 min gemittelt. Reproduziert
1t GENERMIGUNG. Y ...ttt bbbt s 70
Abbildung 4.13: Anderung der CH2-Valenzschwingungsbanden bei Interaktion der DMPC-Filme mit
AuNP bei 18 °C (A) und 26 °C (B). Fiir jede Messung wurden 512 Spektren bei einer Auflosung von

4 cm — 1 gemittelt, was in einem Zeitbedarfvon 3,23 min resultierte. C/D Verlauf der Position der
symmetrischen (C) und asymmetrischen (D) CH2-Valenzschwingungsbande beider Messungen.
Reproduziert mit GeneRmiGunG!¥ . ............cocoeeeeeeeeeeeceeeeeeeeee et aesennas 71
Abbildung 4.14: Verldufe der Probendicke nach den Auswertungen von NR, ATR-FTIR und SE bei

18 °C (A) und 26 °C (B). Die Zeiten At50, bei der die Hilfte der Probendicke verloren war, ist in den
Legenden eingetragen. Reproduziert mit Genehmigung.!!% .............ccoooeveeeeeeeeeeeeieieeeeeeeeeeeeererenans 72
Abbildung 4.15: A Neutronenreflektometer D17. Der Probentisch befindet sich mittig zwischen dem
Neutronen-Detektor (links) und dem Neutronenleiter (rechts), welche etwa 53 cm voneinander
entfernt sind. B Skizze der Probenhalterung fiir vertikale Probengeometrie. C Kombinierter

Messaufbau fiir D17 ohne SE in den Laboren der Arbeitsgruppe Dahint...............ccocveeecnenecnennnn. 74
Abbildung 4.16: Aufsicht des kombinierten Messaufbaus an D17. Die Hebebiihne zur Justage der
Probenhéhe wurde durch einen Aluminiumblock ersetzt, welcher hier mittig zu sehen ist................... 75

Abbildung 4.17: Skizze der strukturellen Anderung einer Lipid-Bilage durch die Einlagerung von
Gramicidin. Das Protein ist aufgrund der hydrophoben Seitenketten am Auf3eren der Helix in den
Kettengruppen eingebettet, das hydrophile Peptidriickgrat befindet sich im Inneren. Durch
Dimerisierung an den N-Termini der Proteine kénnen lonenkandle ausgebildet werden, wobei
aufgrund der kiirzeren Linge des Dimers verglichen mit dem hydrophoben Lipid-Kettenbereich eine
Verformung der Bilage stattfindet (links). Auch die Einlagerung ohne Dimerisierung ist méglich
(FECRES).L10] ..ottt ettt s ettt st a et s et e s s ettt ennanas 76
Abbildung 4.18: NR-Profile der Probe aus 10% GramD und 90% Lipidgemisch (4: 1 DMPC /Chol).
A Erhaltene Profile und beste Anpassungen. Fiir Messungen unter 50 mM M gCl2 konnten keine
guten Anpassungen erhalten werden. Bei Zugabe von MgCl; (B) und Temperaturerhéhung (C) wurden
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kontinuierliche Verschiebungen des Bragg-Peaks zu kleineren Streuvektoren beobachtet, was einem
Quellprozess aufgrund des Wachstums der mittleren Bilagenabstdnde entspricht. Es wurden
ausgewdhlte Reflexionsprofile wurden aufgetragen, die Einsdtze zeigen die Lage des Bragg-Peaks in
Abhdingigkeit der Zeit, beziehungsweise Temperatur, welche nach Gauf3-Anpassungen aller
Reflexionsprofile erhalten wurden. Aufgrund der kieinen Unterschiede wurde die Lage des Maximums
in C durch gestrichelte Linien MAFKIert. ............cccooveeiieiveiniiiiiieieesteste sttt 77
Abbildung 4.19: IR-Absorptionsspektren der Probe aus 10% GramD und 90% Lipidgemisch (4 : 1
DMPC/Chol). A Ubersicht der IR-Absorptionsspektren aller untersuchten Fliissigphasen. Der Einzug
zeigt die die Intensitdt der jeweiligen symmetrischen CH,-Valenzschwingung. B Anderung der IR-
Absorptionsspektren bei Zugabe von MgCl,. Der Einzug zeigt den Verlauf der symmetrischen CH»-
Bandenintensitit. C Anderung der IR-Absorptionsspektren bei Temperaturvariation. Der Einzug zeigt
die Lage der symmetriSChen CHy-BaNAe. .............coccoieeeiiiiisesiineesesieetest sttt 79
Abbildung 4.20: Nach Modellierung von SE-Messungen erhaltene Schichtdicken der Probe aus 10%
GramD und 90% Lipidgemisch (4: 1 DMPC/Chol). Die Anderung des Systems zum vorherigen
Zustand ist jeweils durch fette Schrift markiert. A Verlauf der Schichtdicke bei Zugabe von

10ugml2 nm AuNP. B Verlauf der Schichtdicke bei Zugabe von 50 mM MgCl,. C Verlauf der
Schichtdicke bei Erhohung der Probentemperatur: .............occuecveeveeneeesiiesieseesieenee st eeeesieesiee e 80
Abbildung 5.1: Einfluss der bei Rotationsbeschichtung gewdhlten DMPC-Konzentration und der
Trocknungsmethode auf die Probendicke von DMPC-Oligobilagen, untersucht mit SE. A Die Dicke d
nimmt mit der Konzentration des Lipids in der Beschichtungslosung zu. Die Bilagenzahl wurde unter
Annahme einer Bilagendicke von 5,6 nm berechnet.** Die linearen Anpassungen (graue und hellrote
Linie) mit R2 > 99,8% sprechen fiir eine gute Korrelation. B Cauchy-Parameter der zugehorigen
APDASSUIZON. ...ttt ettt sttt s et e st e s bt e e be e e s b et s se e e st e e s beeesabeesbeesaneeesarenesaneess 91
Abbildung 5.2: Demonstration der Basislinienkorrektur anhand der vakuumgetrockneten Probe nach
Rotationsbeschichtung mit 7 mg /ml DMPC. Das Spektrum wird durch die starke Absorption der
Silizium-Banden unter 1500 cm — 1 dominiert. Aufserdem fdillt das Spektrum nicht auf eine Absorption
von Null ab, was die Auswertung der Schwingungsbanden erschwert. Dies kann mithilfe der
Basislinienkorrektur beRODEn Werden. ..............coccuocuiioiiiiiniiiiiieiiesteceeeeste sttt 93
Abbildung 5.3: Intensitdt der asymmetrischen CH-Streckschwingungsbande in Abhdngigkeit der
mithilfe von SE bestimmten Probendicke. Es wurde ein in guter Niherung linearer Anstieg der
Bandenintensitdit mit Zunahme der Probendicke beobachter. ...............coovveeveiioeiniiniinieiiiinieneeneenas 94
Abbildung 5.4: Ellipsometrische Bestimmung der Probendicke bei der Beschichtung mit 5 mg /ml
Lipid-Lésungen unterschiedlicher Zusammensetzung. Dicken reiner DMPC-Oligobilagen wurden aus
den in Abbildung 5.1 dargestellten Ergebnissen iibernommen, wobei dies im Falle der
Vakuumtrocknung aufgrund fehlender Messdaten anhand der Ausgleichsgerade berechnet wurde.
Durch Hitzetrocknung ist eine Abnahme der Probendicke zu beobachten. Der Effekt wird durch
Einlagerung von Chol und GramD verringert, was fiir weniger Fehlstellen in den tieferliegenden
Bilagen SPTICHE. ......oocueeiieieeee ettt sttt b e bttt ettt be e bt e sheesateeas 96
Abbildung 5.5: Erhaltene XRR-Profile von trockenen DMPC/Chol-Oligobilagen auf Si-Substraten.
Anpassungen nach dem in Tabelle 2.1 beschriebenen Modell sind als transparente Linien
eingezeichnet. Die entsprechenden Parameter sind in Tabelle 5.2 zu finden. Der Einsatz zeigt die nach
der Anpassung erhaltene Bilagendicke. .............cccociiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 98
Abbildung 5.6: Einfluss der Temperatur auf die CH,-Valenzschwingungsbanden von DMPC-
Oligobilagen, gemessen mit ATR-FTIR-Spektroskopie. A: Verschiebung der Lage der symmetrischen
und asymmetrischen CH,-Valenzschwingungsbande bei Erhohung der Temperatur. Die erhaltenen
Messpunkte wurden mithilfe einer Boltzmann-Funktion angepasst, R2 > 0,98. B: Zugehdrige IR-
Spektren. Zusdtzlich zur Verschiebung kann eine Abnahme der Bandenintensitdit beobachtet werden.

Abbildung 5.7: Erhaltene NR-Profile von DMPC-Oligobilagen auf Si-Substraten unter D20 und
nach Zugabe von M gCl2 und AuNP. Anpassungen nach dem in Tabelle 5.4 beschriebenen Modell sind
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als durchgezogene Linien eingezeichnet. Die so erhaltenen Parameter sind in Tabelle 5.5 zu finden.
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AuNP (Schritt 3), untersucht iiber 3 h. D Interaktion mit 40 ug/ml 5 nm AuNP (Schritt 4), untersucht
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dargestellten Spektren wurden tiber eine Spline-Anpassung basislinienkorrigiert. Erste negative
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MABr
MACI
MgCl,
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PAH
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PCl
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PG
QCM-D

RCA
REM
RH
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SLD
THF
XRR

Abgeschwiachte Totalreflexion (attenuated total reflection)
Gold-Nanopartikel
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Cholesterol

Zytochrom C

Deuteriumoxid, schweres Wasser

Dichlormethan
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerin
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie
Gramicidin D

(leichtes) Wasser

Hyaluronsaure

Helmholtz-Zentrum Berlin

Institut Laue-Langevin

Infrarot

Imaginare Streuldangendichte

Keine Angabe

Langmuir-Blodgett

Langmuir-Schéafer
N,N,N-trimethyl-(11-mercaptoundecyl)ammoniumbromid
N,N,N-trimethyl-(11-mercaptoundecyl)ammoniumchlorid
Magnesiumchlorid

Molekulargewicht (molecular weight)

Nanopartikel

Neutronenreflektometrie

Polyallylamin-Hydrochlorid

Phosphatidylcholin

Physikalisch-Chemisches Institut Heidelberg
Phosphatidylethanolamin

Phosphatidylglycerol

Quarzkristall-Mikrowaage mit Schwingungsdampfung (quartz crystal
microbalance with dissipation monotoring)

Radio Corporation of America
Rasterelektronenmikroskopie

Luftfeuchtigkeit (relative humidity)

Selbstorganisierte Monoschicht (self-assembled monolayer)
Spektrale Ellipsometrie

Silizium

Streulangendichte

Tetrahydrofuran

Rontgenreflektometrie (X-ray reflectometry)
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