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Abstract

In this work the protein tethered bilayer lipid membrane (ptBLM) system was characterised
with respect to the orientation during the membrane forming process. For characterisation,
waveguide mode spectroscopy (WaMS) was used. The waveguide modes were excited by
optical grating couplers integrated in the thin high refractive waveguiding dielectric films.
The high sensitivity of the evanescent electric magnetic field was used to characterise the
optical anisotropy and the refractive index of the transmembraneproteine Cytochrom ¢
Oxidase (CcO) by using transversal electric and transversal magnetic polarised waveguide
modes. Assoziation constants of the binding from the CcO histidin tag and
tris(carboxymethyl)amin were investigated by binding the CcO on two different dielectric
surfaces. The dissipation of the waveguide modes were used to detect changes in form or
orientation of the forming lipid bilayer.
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1 Einleitung

1.1 Motivation

Kinstliche Membransysteme stehen schon seit langer Zeit im Fokus der Wissenschaft, da
durch sie neue Erkenntnisse Uber biologische Vorgénge in und auflRerhalb von Zellen
gewonnen werden konnen. Das Untersuchen von Membranvorgangen in definierter
Umgebung hilft einzelne Prozesse ndher zu charakterisieren [2]. Ein Problem beim
Einsatz in der Bio-Sensorik ist die kurze Lebenszeit der meisten Membransysteme. In den
letzten Jahren wurde die Stabilitat einzelner Membransysteme von wenigen Minuten auf
mehrere Tage erhoht [3]. Dies wurde durch die Entwicklung von Festkorpergestitzten
Membranen erreicht, welche auf einem festen Substrat verankert sind. In dieser Arbeit
wird der Aufbau einer Protein-verankerten Bilayer Lipid Membran (ptBLM) auf
oxidischen Oberflachen  untersucht. ptBLMs wurden erstmals auf metallischen
Oberflachen am Beispiel der Cytochrome ¢ Oxidase realisiert [4]. Die Cytochrom c
Oxidase findet sich in der Natur in der mitochondrialen Atmungskette und gehért zur
Familie der Transmembranproteine. Sie ist in der Lage Protonen durch die innere
Lipidmembran der Mitochondrien zu transportieren, wobei eine elektrochemische
Potentialdifferenz von Protonen zwischen beiden Seiten der Membran aufgebaut wird [5,
6].

Ist die Funktion der Cytochrom c¢ Oxidase nur eingeschrankt mdglich, ist sie nicht mehr
in der Lage die Energiegewinnung der Zelle zu gewahrleisten und es kommt zu
Storungen in der Atmungskette, was die Leistungsfahigkeit von Muskeln und Gehirn
negativ beeintrachtigt. Dieser Defekt gehort zur Gruppe der Enzymerkrankungen und
wird unter dem Begriff Mitochondriopathie zusammengefasst [7]. Da diese zu den
vererbbaren Krankheiten gehdren, ist man sehr daran interessiert, diese Erkrankungen zu
verstehen und so ursachliche Heilungsmdglichkeiten und Therapien entwickeln zu
kdnnen.

Das in dieser Arbeit verwendete Membransystem wurde am Beispiel der Cytochrome ¢
Oxidase naher untersucht. Mit Hilfe der Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie
wurde gezeigt, dass die Bildung des Membransystems auf metallischen Oberflachen
erfolgreich ist und eine hohe Lebensdauer fur weitere Untersuchungen erreicht wird [8].
Durch Elektrochemische Impedanz Spektroskopie konnte mit Funktionsfahigkeit der
Cytochrom ¢ Oxidase nachgewiesen werden. Elektrochemisch kontrollierte FTIR- und
Ramanspektroskopie brachten neue Erkenntnisse tber das Molekulschwingungsverhalten
des Proteins. AuBerdem konnte die katalytische Aktivitdt des Enzyms nachgewiesen
werden [9].

In dieser Arbeit soll die Orientierung der Proteine und der Lipid-Schicht wahrend der
Membranbildung untersucht werden. Da der Prozess an einer oxidischen Oberflache
durchgefihrt  wird, steht mit der Wellenleitermoden-Spektroskopie  eine



Oberflachensensitive Messmethode, die zur Untersuchung von Molekilorientierungen
genutzt werden kann [10], zur Verfligung.

1.2 Wellenleitermoden-Spektroskopie

Die evaneszente Optik wird genutzt um Phanomene an Grenzflachen zu untersuchen und
zu beschreiben. Daflr werden die Eigenschaften von evaneszenten elektromagnetischen
Feldern genutzt, welche meist durch Totalreflektion an einer Grenzflache entstehen und
etwa A/2 in die zu detektierende Umgebung hineinragen. Die ersten evaneszenten
Messungen wurden von Raether et al. im Jahre 1968 durchgefihrt [12] und wurden
seitdem kontinuierlich weiter entwickelt [13].

‘ Evanescent
illumination

Fig. 1: Vergleich von konfokaler (links) und evaneszenter (rechts) Beleuchtung. Die Storsignale des
Analyten im Volumen werden durch die evaneszente Beleuchtung minimiert (http://www.res-tec.de/).

Confocal illumination

Der Vorteil von evaneszenten Untersuchungsmethoden ist, dass nur die VVorgange an der
Oberflache detektiert werden und eventuelle Storsignale der Umgebung weniger erfasst
werden, wie dies beispielsweise bei konfokalen Messungen der Fall ist (Fig. 1), dies fiihrt
zu einem besseren Signal-zu-Rauschverhdltnis.
Die evaneszente Optik gehort zu den zerstérungsfreien Untersuchungsmethoden und
kann mit geringen Lichtleistungen von < 5 mW durchgefihrt werden. Dadurch wird sie
zu einer haufig genutzten Methoden, wenn es um das detektieren von biologischen
Prozessen geht [8, 14-18].
Da die Messungen nicht im Vakuum durchgefiihrt werden missen, wie Beispielsweise
bei der Neutronenstreuung [19], eignet sich diese Methode fir kommerzielle
Anwendungen, da erforderliche Umgebungsbedingungen fir die Messungen, wie
Beispielsweise Pufferlésungen oder Temperaturbereiche, mit minimalem Aufwand zu
realisieren sind.
Das evaneszente Feld kann genutzt werden um Vorgange an Oberflachen, mit hoher
Sensitivitat (Auflésungsgrenze fiir adsorbierte Masse: < 1ng/cm? [20]), in Echtzeit zu
detektieren. Es wird verwendet um Kkleine Volumina fur Mikroskopiezwecke zu
beleuchten [21], oder in Kombination mit der Dynamischen Lichtstreuung (DLS), fir die
Detektion der Dynamik von Partikeln an Grenzflachen [22].
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1.3 Biologische Membranen

Die Zellmembran eines Lebewesens besteht im Wesentlichen aus einer semipermeablen
Lipid-Doppelschicht, welche das Zellinnere (Zytoplasma) umgibt und diese so vor
auBeren Einflissen schitzt.

Die Lipide bestehen aus einer hydrophilen Kopfgruppe, welche sich zur extrazelluldren
Flussigkeit ausrichten, wahrend die hydrophobe Schwanzgruppe sich zum Zytoplasma
und damit in das Innere der Zelle ausrichtet.

Transmembranprotein

£ A
“') - > hydrophile Kopfgruppe

‘}4 -~ 4 /
“

~

extrazelluldre
Flissigkeit hydrophobe
Schwanzgruppe

Fig. 2: Membranmodell nach Singer Nicholson [23] (http://www.biologie.uni-
hamburg.de/bzf/phys/memmod.jpg)

Die Lipid-Doppel-Schicht wird von Proteinen durchzogen, den so genannten
Transmembranproteinen. Sie sorgen als eine Art Tunnel dafiir, dass der Stoffaustausch
zwischen Zellinneren und AuBenwelt geregelt ablduft, ebenso konnen sie einen
definierten chemischen Gradienten zwischen Zellinnern und ZellduRern aufrecht erhalten.
Eine weitere Aufgabe der Transmembranproteine ist die Energiegewinnung durch
biochemische Reaktionen um die Zelle am Leben zu halten, sowie die Kommunikation
mittels chemischer Botenstoffe zwischen den Zellen selbst. Diese groRe Vielfalt an
Aufgaben und Funktionen machen die Proteine fur die Forschung interessant. Fig. 2 zeigt
einen schematischen Membranaufbau.



1.4 Kinstliche Membransysteme

Da es durch die enorme Komplexitdt von Zellsystemen nahezu unmdglich ist die
Funktion einzelner Zellkomponenten in natirlicher Umgebung zu untersuchen, wurden in
den letzten Jahren einige Modellmembrane entwickelt um einzelne Teile des
Membransystems (Doppel-Lipid-Schicht mit Membranproteinen) und deren Funktionen
bei biologischen Prozessen, zu untersuchen. Zu den ersten entwickelten Systemen
gehoren die ,,Schwarze Lipid Membran® [24], sowie die ,,Lipid-Vesikel-Membran* [25].
Diese waren durch ihre fehlende Stabilitat (Lebensdauer: wenige Stunden), nur bedingt
geeignet flr langere Untersuchungen oder kommerzielle Anwendungen.

Ein weiteres und sehr vielversprechendes Modell sind die Festkdrpergestitzten
Membranen

In diesem Modell wird ein Teil der Membran an eine Festkdrperoberflache gebunden die
so fur zusatzliche Stabilitat sorgt [26]. Diese Stabilitat und Verankerung auf einem festen
Substrat machen sie besonders attraktiv fir kommerzielle Sensoranwendungen. Bei
dieser Anbindungskonfiguration muss zwischen zwei Anbindungsprozessabléufen
unterschieden werden.

Beim Modell der ,.tethered Bilayer Lipid Membran* (tBLM) werden die Lipide mit einer
Ankergruppe an der Oberflache angebunden und anschlieRend die Proteine inkorporiert.
Meist findet die Anbindung des Membransystems auf einer Goldoberflache statt. Der
Nachteil hierbei ist, dass je nach Grolie des Proteins, der Submembranraum durch die
Lange der Ankermolekile eingeschrankt sein kann, was die Funktionalitat der Proteine
negativ beeinflusst [27, 28].

Die andere Methode besteht darin, zuerst die Proteine per Ankermolekul an die
Oberflache anzubinden und anschliefend die Lipidschicht um die Proteine herum
anzubinden.

Der Vorteil hierbei ist, dass sich der ideale Submembranraum, welcher teilweise fur die
Funktionalitat der Proteine verantwortlich ist, durch die Proteinanbindung definiert wird.

Das System der ,protein-tethered Bilayer Lipid Membran“ (ptBLM) wurde am Max-
Planck-Institut fir Polymerforschung in der Abteilung fiir Materialforschung entwickelt
[11].



Q.

Lipid-Vesikel-Membran

e protein-tethered
Bilayer Membran

/ Allg. Membran Modell '

e, SRR ¢
Schwarze Lipid Membran tethered Bilayer Lipid

Membran

Fig. 3: Etablierte kunstliche Membransysteme ausgehend vom allgemeinem Membran-Mosaik-
Modell [29].

1.5 Cytochrom c Oxidase

Das in dieser Arbeit verwendete Protein ist die Cytochrom ¢ Oxidase (CcO), sie

gehort zu einem der am besten charakterisierten Membranproteine und wird in diesem
Membransystem als Integralprotein verwendet. Durch die Rdntgenstrukturanalyse sind
seine Dimensionierungen bekannt [30]. Es wurde mit einer Aufldsung von 2A bestimmt
und entspricht in seinem Aufbau einem Quader mit einer Kantenlange von ca. 9nm (Fig.
5). Durch die Kenntnis tber den strukturellen Molekilaufbau des Proteins wurde durch
elektro-statische Berechnungen ein theoretisches elektrisches Dipol-Moment fur dieses
Molekdil berechnet [31].

pos

pos.

Dipolmom.

Fig. 4: Berechnetes Dipolmoment der genutzten Cytochrom ¢ Oxidase.
(http://bioinfo.weizmann.ac.il/dipol/)



Eine Aufgabe der Cytochrom ¢ Oxidase in der Natur findet sich in der Atmungskette. Sie
ist verantwortlich fir die Reduktion des Sauerstoffmolekiils zu Wasser [32]. Die
naturliche Struktur ist in Fig. 5 zu sehen. Fur den Fall das es in einer Pufferlésung mit n-
Dodecyl-b-D-maltoside (DDM) Zusatz vorliegt, setzen sich die DDM-Molekiile an die
hydrophoben Stellen der Cytochrom ¢ Oxidase. Bei folgenden Bildern der CcO, werden
die anhaftenden Molekule, fur eine tbersichtlichere Darstellung, nicht berlicksichtigt.

Untereinheit Il

Puffermolekile

Fig. 5: Molekllaufbau der Cytochrom ¢ Oxidase. Aufgeldost mit der Rontgenstruktur Analyse mit
einer Auflosung von 2 A (links). Rechts: Cytochrom ¢ Oxidase in DDM-Pufferlésung, die DDM-
Puffermolekiile setzen sich an die freien Stellen der CcO fest [11]. Das fuhr die Anbindung
notwendige Histidinmolekul, befindet sich an der Untereinheit 11 des Proteins.

1.6 His-Tag-Technologie

Diese Technik wurde 1988 von Hochuli entwickelt [33, 34]. Es handelt sich dabei um ein
kurzkettiges Affinitatspeptid, welches aus flinf oder sechs Histidinen besteht, dem so
genannten ,,His-Tag“. Der His-Tag wechselwirkt stark mit Ni*-Metall-Chelat-
Komplexen und kann mit diesen eine komplexe Verbindung eingehen. Die Histidinen
konnen theoretisch an jede Untereinheit eines Molekiils angebracht werden, je nach
Verwendungszweck. Im Falle der von uns genutzten Cytochrom ¢ Oxidase, befindet sich
der His-Tag-Anker an der Untereinheit | (Fig. 5). Dies soll sicherstellen, dass nach dem
Adsorbieren das Proteins seine volle Funktionalitit behalt. Ein Ziel dieser Arbeit besteht
unter anderem darin, zu Uberprufen, ob die His-Tag-Technologie eine ausreichende
Orientierung des Proteins gewahrleistet, oder eine Nachorientierung wahrend der Lipid-
Schicht Formung stattfindet.



2 Theorie

In diesem Kapitel werden die theoretischen Grundlagen erldutert, welche fir die
Anfertigung dieser Arbeit notwendig waren.
Eine eingehendere Beschaftigung mit dieser Thematik kann nachgelesen werden in[35].

2.1 Elektromagnetische Wellen in Materie

In diesem Abschnitt betrachten wir das Verhalten von Licht in Materie und deren
Wechselwirkungen und das  Verhalten  Grenzflichen. Die  Axiome  des
Elektromagnetismus sind in den Maxwell-Gleichungen zusammengefasst.

In ihnen wird das elektrische Feld E, sowie das magnetische Feld H in makroskopischen
Systemen beschrieben. Fir unsere Betrachtungen gehen wir davon aus, dass keine freien
Ladungstréger oder ein Stromfluss vorhanden sind. Unsere Materialien nehmen wir als
homogen an. Damit folgt aus den Maxwell Gleichungen:

V-EFt) =0 Gl. 1)

. SH(#,t) Gl. 2)
V-E(rt) = —Holy —

V-HFt) =0 (Gl. 3)

o SE(#,t) (Gl. 4)
V-H(rt) = —E0Er —,

Wobei es sich bei po um die magnetische- und bei gy um die elektrische Feldkonstante
handelt.

M/er  beschreiben jeweils den materialabhdngigen Permeabilitatskoeffizienten/
Dielektrizitatskoeffizienten flr ein homogenes Medium. Es wird angenommen, dass pr=1
ist. Unter Berlcksichtigung dieser Paramater und Annahmen, kommen wir auf die
dispersionsfreie Wellengleichung fur das elektrische Feld:

1 §%F (GL. 5)

Aus dieser geht als eine spezielle Losung, die Gleichung fir ebene (monochromatische)
Wellen hervor:

EG ) = E, - elilot=icr)] (Gl. 6)



HGE ©) = Hy - eli(wt=k)] (G 7)

wobei k den Wellenvektor der sich ausbreitenden Welle und « die Kreisfrequenz
beschreibt.

2.1.1 Wechselwirkung von Licht und Materie

Wird Materie in ein externes elektrisches Feld eingebracht, so reagiert diese auf die E-
Felder. In der Materie werden positive und negative Ladungen zueinander verschoben,
die so genannte Verschiebungspolarisation. Dabei werden die Elektronen so verschoben,
dass der Ladungsschwerpunkt der negativen Elektronen nicht mehr mit dem Schwerpunkt
der positiven Ladungen Ubereinstimmt (Fig. 6). Sie wird Elektronenpolarisation genannt
und tritt in jeder Art von Materie auf, sowohl unpolarer (kein permanentes
Dipolmoment), wie auch polarer (permanentes Dipolmoment).

Fig. 6: Ladungsverschiebung bei anlegen eines externen elektrischen Feldes.

Die Beziehung von induziertem Dipol p;,; und lokalem E-Feld Elokal kann durch

~ _ ol Gl. 8
Dind = K * Ejoial (Gl 8)

angegeben werden. ¥ nennt man die Hyperpolarisierbarkeit. Existiert in Materie ein
permanenter Dipol wie Beispielsweise in Wassermolekilen oder in Kristallgittern wird
nicht nur Ladung verschoben, sondern sie orientiert sich durch das externe E-Feld und
wird deshalb auch Orientierungspolarisation genannt. Diese kommt durch die Anregung
von lonen zustande. Da lonen im Vergleich zu Elektronen ungleich massereicher sind,
konnen diese bei hohen Frequenzen (Bsp.: Licht) der Schwingung des externen E-Feldes
nicht mehr folgen, wéhrend die schnelleren Elektronen damit kein Problem haben.
Deshalb gehen wir hier auch nur auf die Verschiebungspolarisation ein, denn sie ist
verantwortlich fir den Brechungsindex.



Die Beziehung von Brechungsindex n und Polarisierbarkeit a kann beschrieben werden
durch den Lorentz-Lorenz Ausdruck [36]:

n2—-1 M 1N, (Gl.9)
e
n?+2 p

350

hierbei steht NA fiir die Avogadrosche Zahl, €0 flr die elektrische Feldkonstante, M fir
die Molmasse und p fiir die Dichte.

Aus (Gl. 9) geht hervor, dass mit hoherer Polarisierbarkeit auch der Brechungsindex
groliere Werte annimmt.

2.1.2 Ausbreitung ebener elektromagnetischer Wellen in optisch anisotropen
Medien

Bisher haben wir ausschlieBlich optisch isotrope Medien betrachtet, in denen sich
elektromagnetische Wellen ungeachtet ihrer Polarisation mit gleicher Geschwindigkeit
fortbewegen.

Da die Auswertungen dieser Arbeit auf dem Prinzip der optischen Anisotropie von
Ausbreitungsmedien beruht, wollen wir hier einen genaueren Blick auf die Auswirkungen
der Anisotropie auf elektromagnetische Wellen und deren Ausbreitungseigenschaften
werfen.

Als optisch anisotrop wird ein Medium bezeichnet, dessen Brechungsindex je nach
Raumrichtung unterschieden werden muss. Eines der bekanntesten anisotropen
Materialien sind doppelbrechende Kristalle [37]. Diese spalten einen -eifallenden
Lichtstrahl in einen so genannten ordentlichen Strahl und einen auBerordentlichen Strahl,
wobei beide jeweils einen unterschiedlichen Brechungsindex erfahren [38]. Dieser
Sachverhalt wird verdeutlicht durch das Indikatrix Ellipsoid. Es beschreibt die
Brechungsindexverhaltnisse der drei Raumrichtungen in einem Kristall. Legt man durch
das Indikatrix Ellipsoid eine Ebene, die senkrecht zur Ausbreitungsrichtung der Welle

liegt (definiert durch den Wellenvektor ﬁ), so erhalt man das Brechungsindex Ellipsoid.
Mit diesem kann das Verhaltnis der Brechungsindizes unterschiedlicher Polarisationen
verdeutlicht werden (Fig. 7).



m
] optische Yir
) \

Fig. 7: Links: Indikatrix Ellipsoid mit eingezeichneter Ebene senkrecht zur Ausbreitungsrichtung
des Lichtstrahls. Rechts: Dazugehdriges Brechungsindex Ellipsoid, der Brechungsindex in x- ist
grofer als in y-Richtung.

Liegt die Ausbreitungsrichtung der Welle parallel zur optischen Achse des Kristalls, so
sind die Brechungsindizes beider Raumrichtungen gleich und das Brechungsindex
Ellipsoid wird zu einem Kreis. In diesem Fall sprechen wir von optisch isotrop (Fig. 8).

f \

X (n,)

=)™ optische y (n,)
Achse

Fig. 8: Links: Indikatrix-Ellipsoid mit sich, parallel zur optischen Achse des Kristalls, ausbreitender
Welle. Rechts: Das Brechungsindex Ellipsoid wird zum Kreis, Polarisationen in beide
Raumrichtungen erfahren denselben Brechungsindex.

x (ny)

Im Fall der Kristalle resultiert die optische Anisotropie aus dem Aufbau der Gitteratome,
diese schwingen, solange sie nicht kubisch aufgebaut sind, in eine bestimmte
Vorzugsrichtung.

Aber auch Molekiile kdnnen den Effekt der optischen Anisotropie aufweisen, wenn sie
uber einen permanenten Dipol verfugen. Féllt linear polarisiertes Licht auf ein Molekiil,
so ist dieses in Richtung des Dipols leichter polarisierbar als senkrecht dazu. Dadurch
entsteht im Falle eines Molekuls ebenfalls ein Brechungsindex Ellipsoid. Je leichter ein
Molekdl in eine Richtung zu polarisieren ist, desto hoher ist der Brechungsindex in diese
Richtung. Diese orientierungsspezifische Molekileigenschaft wird in dieser Arbeit
genutzt um zu Uberprifen, wie die untersuchten Molekile zur Anbindungsoberflache
orientiert sind.
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2.1.3 Elektromagnetische Wellen an Grenzflachen

Als ndchstes betrachten wir die Effekte die auftreten, wenn elektromagnetische Wellen
auf ebene Grenzflachen treffen. Trifft eine Welle aus Medium 1 mit dem Brechungsindex
n; unter dem Winkel ¢ auf ein Medium 2 mit Brechungsindex ny, so erféhrt diese zwei
Effekte.

Ein Teil der Welle wird unter o, reflektiert, der andere wird unter ¢ transmittiert.

Das Snelliusche-Brechungsgesetz beschreibt hierbei unter welchem Winkel die
Transmission stattfindet:

ny * sin(@,) = n, * sin(e,) (Gl. 10)

Transmission und Reflexion sind dabei abhdngig von der Polarisation des Lichtes. Man
unterscheidet zwischen TE- und TM-Polarisation.

Bei TE polarisiertem Licht steht der elektrische Feldstarkevektor senkrecht auf der
Einfallsebene, wohingegen bei TM Polarisation der elektrische Feldstérkevektor parallel
zur Einfallsebene schwingt (Fig. 9). Deshalb trifft man haufig auf die Bezeichnungen
(senkrecht) s- bzw. (parallel) p-polarisiert. Diese Unterscheidung ist wichtig, da sie fir
die Ubergangsbedingung wichtig ist, sie verlangt dass an einer Grenzflache die

Tangentialkomponenten elektrischer Feldstarke E und magnetische Feldstarke H stetig
sein mussen.

Die Transmissions- und Reflektionskoeffizienten flr beide Polarisationsrichtungen
konnen mit Hilfe der Fresnel schen Formeln bestimmt werden [39]:

S nycos(@,) — nycos(@,) (Gl 11)
"7 nycos(@.) + nycos(ep)
i 2n;cos(¢.) (Gl. 12)
"7 nycos(@.) + nycos(ep)
N cos(¢;) — nycos(@.) (Gl-13)
™ nycos(;) + nycos(@,)
2ny cos(,) (Gl. 14)
try =

nycos(¢,) + nycos(@,)
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Fig. 9: Darstellung des Snelliuschen Brechungsgesetz fir TE- und TM-Polarisation. Die
Tangentialkomponenten miissen beim Ubergang von Medium 1 in Medium 2 stetig sein.

2.1.4 Totalreflexion

Trifft eine elektromagnetische Welle aus einem Medium mit héherem Brechungsindex
auf ein Medium mit einem niedrigeren Brechungsindex, so tritt ab einem bestimmten
Winkel @iorar Totalreflektion auf.

Dies bedeutet, dass das gesamte Licht an der Grenzflache reflektiert wird und
dementsprechend kein Licht mehr transmittiert und in Medium2 eintritt.

Der kritische Winkel der Totalreflektion kann bestimmt werden aus den Snelliuschen
Formeln, wenn davon ausgegangen wird, dass ¢ = 90° ist.

Betrachtet man die Totalreflexion genauer so féllt auf, dass der Endpunkt des
einfallenden Strahls nicht mit dem Startpunkt des reflektierten Strahls Ubereinstimmt. Es
entsteht ein Versatz an der Grenzflache, welcher als Goos-Héhnchen-Versatz bekannt ist.
Um die strahlenoptische Betrachtung beizubehalten muss man sich die Grenzflache um
einen gewissen Betrag ins Medium 2 verschoben vorstellen.
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Fig. 10: Links: Strahlenoptische Betrachtung der Eindringtiefe einer evaneszenten Welle, erzeugt
durch Totalreflektion. Rechts: Wellenoptische Darstellung der exponentiell abfallenden evaneszenten
Feldanteils.

Wellenoptisch betrachtet dringt die einfallende Welle in das Medium 2 ein und féllt dort
exponentiell ab. Dieser abfallende Feldanteil wird evaneszente Welle genannt. Man
definiert ihre Eindringtiefe in das Medium 2 durch den Punkt an dem ihr Feldanteil auf

den g-ten Teil abgeklungen ist. Die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes wird mit Hilfe
von (Gl. 15 definiert:

y) (Gl. 15)

271711\/51'712 () — (n—z)z

ni

d, =

Evaneszente Wellen reagieren sehr sensitiv auf Anderungen der optischen Eigenschaften
des Eindringmediums.
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2.2 Wellenleitung

Betrachten wir nun ein isotropes Schichtsystem, welches aus zwei Grenzflachen und drei
verschiedenen Brechungsindizes besteht.

Sollte die mittlere Schicht den hochsten Brechungsindex aufweisen und die angrenzenden
Schichten einen geringeren Brechungsindex haben, so kdnnen in der mittleren Schicht
Wellen gefiihrt werden, wenn an beiden Grenzflachen Totalreflexion auftritt.

In diesem Fall ist das Licht in der mittleren Schicht ,,gefangen®.

Bei geeignetem Einfallswinkel bildet sich eine stehende Welle, welche in z-Richtung
durch den Wellenleiter propagiert. Je nach Einfallswinkel kdnnen mehrere Ordnungen
von stehenden Wellen, sie werden Wellenleitermoden genannt. Eine Mode représentiert
die elektrische Feldverteilung in der wellenleitenden Schicht, die durch (GIl. 16
beschrieben werden kann [40]:

E(7,t) = E (x)e (kowNeff ¢sz=at) (Gl. 16)

| _ - 0
Y =

F"-..- P— -1t -d
Na r/TEc, TE, TE,

Fig. 11: Elektromagnetische Feldverteilung der ersten drei TE-Moden in einem
asymmetrischem planaren Wellenleiter [1].

Durch die Totalreflektion bilden sich an beiden Grenzflachen evaneszente Felder in den
Nachbarmedien. Diese sorgen dafiir, dass die Mode nicht allein den Brechungsindex von
Medium 2 spiirt, sondern ein ,,Brechungsindex-Gemisch* aus allen drei Medien, dem
sogenannten effektiven Brechungsindex Neff.

Bm (Gl. 17)
Nepr =%,

Wobei die Ausbreitungskonstante (8 fir jede Mode unterschiedlich ist, auch wenn es sich
um dasselbe Schichtsystem handelt. Erklaren kann man dies damit, dass jede Mode

14



unterschiedlich tief in die jeweiligen Nachbarmedien hineinragt und sich so fir jede
Mode ein individueller effektiver Brechungsindex ergibt.

2.2.1 Gefiihrte Moden in planaren Schichtwellenleitern

Planare Schichtwellenleitersysteme stellen die einfachste Konfiguration eines
Wellenleiters dar. In ihnen propagieren die elektro-magnetischen Wellen nur in einer
Dimension. In Fig. 11 ist das einfachste mogliche Schichtsystem dargestellt. Es l&sst sich
darstellen durch [35]:

Mediuml: x=0 n(x)=n1
Medium2: 02x=2-d n(x)=n
Medium3:  -d=Xx n(x)=n3

Da wir von einem optisch isotropen Medium ausgehen gilt nj(x) = n;, desweiteren gilt die
Translationssymmetrie, dadurch lasst sich (Gl. 5 vereinfachen zu:

(SZE- (x) N (Gl. 18)
s+ (kinf = B2)E (x) =0

Der Indize j nummeriert die einzelnen Schichten.
Zur Vereinfachung werden noch folgende Abkurzungen eingehfihrt:

u? = kin3 — p? (Gl. 19)
v —(k0n1 ﬁz) (Gl. 20)
w? = —(kin? — p?) (Gl. 21)

Damit konnen die Gleichungen fir die drei Medien folgendermafRen notiert werden:

Medium 1: 2180 _ 42, (x) = 0 (©l.22)
Medium 2: ‘”52(") +u2E,(x) = 0 (Gl. 23)
Medium 3: ‘”53(") +w2Ey(x) = 0 (G, 24)
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Die Translationssymmetrie %zo, des Wellenleiters in y-Richtung, erlaubt die

Zerlegung der sich im Wellenleiter ausbreitenden Felder in transversal elektrische Moden
(TE) mit einem senkrecht zur Ausbreitungsrichtung polarisiertem Feldstarkevektor und in
transversal magnetische Moden (TM), bei denen der Feldstarkevektor parallel zur
Ausbreitungsrichtung verlauft.

TE-Moden: E;= Ex=Hy=0

2.2.2 Transversal-elektrische-Moden

Um die elektrische Feldstérkeverteilung der TE-Moden flir Ey zu bestimmen benutzen
wir folgenden Losungsansatz:

Eyy=Axe™ (Gl. 25)
E,; = B * cos(ux) + C * sin(ux) (GI. 26)
E,3 =D xe™ (Gl. 27)

Aus den Gleichungen ((GIl. 25) und ((Gl. 27) kann man den exponentiell abfallenden
evaneszenten Feldanteil in den Nachbarmedien erkennen. (GI. 26 beschreibt das stehende
Wellenfeld (Mode) in der wellenleitenden Schicht. An den Grenzflichen muss die
Ubergangsbedingung der Tangentialkomponenten erfiillt sein, das heilt fir x = 0 gilt

D =B und fur x = -d gilt:

A*e ™ =B x cos(ud) — C * sin(ud) (Gl. 28)

Fur H, muss die Tangentialkomponente ebenfalls stetig Ubergehen. Wenn man den
gleichen Ansatz wie fur E, verwendet, kommt als Losung fiir die H-Feld Komponente H;:

veAxe V4 = u(B x sin(ud) + C * cos(ud)) (Gl. 29)

Formt man die Gleichungen (GI. 28) und (Gl. 29) um, so erhélt man als Bedingung fur
gefiihrte Moden in Medium 2:

u(v+w) (GI. 30)

tan(ud) = > p——

(GI. 30 wird auch Dispersionsrelation genannt. Damit eine Mode geflhrt werden kann,
muss ihre Ausbreitungskonstante p diese Funktion erfullen, wobei hthere Moden durch
die Periodizitat der Tangens-Funktion beschrieben werden (tan(du+vr)), wobei v fiir die
Modennummer steht.
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Analog kann mit dem gleichem Ansatz die Dispersionsrelation fur die gefiihrten TM-
Moden berechnet werden. Verfolgt man diesen Ansatz, so kommt man auf:

i{L_ﬂ} (GI. 31)
2 2 2
tan(ud) = T——

ni nZng

Da fur beide Polarisationen die Dispersionsrelation unterschiedlich ausfallt, weisen TE-
und TM-Moden jeweils einen unterschiedlichen effektiven Brechungsindex Neff auf,
dieser liegt zwischen den Brechungsindizes von n, und nz so das gilt:

ny < Neff <n, (GI. 32)

ny

T T T — T T T - T T T
0,00 005 o010 015 020 025 030 035 040 045

d\@ellenleiter /“m
Fig. 12: Modendispersion flr die ersten vier gefuhrten Moden eines Schicht-Wellenleiters.
Aufgetragen wurde der effektive Brechungsindex der Moden in Abhangigkeit der
Wellenleiterdicke. Simulationsparameter: n;=1,534; n,=2,22; n,=1; ds=%; d,=160nm; d;=;
2=633nm
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2.3 Vier-Schicht-Modell und Transfermatrix-Methode

Bisher sind wir von einem Drei-Schichten-Modell ausgegangen, flr dass noch eine
analytische Losung fur Wellenleitung gefunden werden kann. Dies gilt noch bis zu einem
Vierschichtsystem [35], alle Systeme mit mehr als vier Schichten kénnen nur
nummerisch geloést werden. Die Transfermatrix-Methode gehort zu einen  der
nummerischen Verfahren, mit dem man ein beliebiges Schichtsystem auf seine
Ausbreitungseigenschaften bestimmen kann. Jede Schicht wird als homogen
angenommen, kann aber eine beliebige Schichtdicke d und Brechungsindex n besitzen.
Die Felder jeder einzelnen Schicht werden in eine Uberlagerung einer hinlaufenden und
einer rucklaufenden Welle zerlegt, welche eine positive und eine negative x-Komponente
besitzen. Die hinlaufende Welle wird mit einem + und die rucklaufende Welle mit einem
— gekennzeichnet.

\ .k

N-1
°
AX ¢
°
°
2
1
©
y 0

7 5

Fig. 13: Schichtaufbau fiir einen Vielschicht-Wellenleiter. In jeder der N Schichten
existiert eine Welle mit einer positiven und einer negativen x-Komponente.

So dass in jeder Schicht gilt:

|
l

(GI. 33)

ol
Il
=i
+
5

O — g+t pg- Gl. 34
H=H+H, s
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Wie schon erwahnt, gilt beim Ubergang an einer Grenzschicht die so genannte
Stetigkeitsbedingung. Diese verlangt dass die tangentialen Feldstdrkekomponenten stetig
bleiben missen.

Die Feldausbreitung in x-Richtung in jeder beliebigen Schicht j kann bestimmt werden

durch:
Et E* (Gl. 35)
().-(5)
E ), E ),

Dabei stehen auf der linken Seite der Gleichung die Feldanteile am oberen Rand der j-ten
Schicht und auf der rechten Seite die untere Feldanteil der j-ten Schicht.
Bei P; handelt es sich um die Ausbreitungsmatrix. Diese ist gegeben durch:

p = (e‘”‘xfdf 0 ) (Gl. 36)

wobei ky; fir den Wellenvektor in x-Richtung steht und d; die Dicke der jeweiligen
Schicht angibt.

Féallt nun ein Feld aus Schicht j auf die Grenzflache zu j+1, missen dessen
Tangentialkomponenten bestimmt werden, welche stetig an den unteren Rand der j+1ten

Schicht tbergehen.
()=n(2)
Hj T \Ey

Hierbei handelt es sich bei D; um die Ubergangsmatrix, welche Polarisationsabhangig
durch folgende Beziehungen verknUpft werden kann.

1 1 (GI. 38)
DMt = (kxj kxj)

J

WU WU

Nach dem Ubergang in die angrenzende Schicht muss wieder das Gesamtfeld ermittelt
werden, das sich anschliefend in dieser Schicht weiter in x-Richtung ausbreiten kann.
Dabei wird D™ als Riicktransformationsmatrix beschrieben und ist die inverse
Ubergangsmatrix von D;.

+ +
<Eyj +1> —p..DlD <Eyj) (GI. 39)
- JH1j+1%5] E=
yi+1/, yi/y

Die Feldanteile in Schicht N kénnen mit den Feldanteilen in Schicht 1 ber folgende
Beziehung verkniipft werden:
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E :(a b) Ehy (Gl. 40)
E; c d/\E,y

y

Dabei beschreibt die Schichtmatrix alle Uberginge zwischen der 0-ten und der N-ten
Schicht und ist gegeben durch:

N-1 (Gl. 41)
a by _ -1 —1
 5=o0 [ Tomor o

]:

Da Wellenleitung im Schichtsystem nur dann mdglich ist, wenn in den angrenzenden
Schichten ausschlieBlich ein evaneszenter Feldanteil vorhanden ist, bedeutet es dass die
zum Schichtsystem hinlaufenden Feldanteile (E1+; EN-) verschwinden missen. Damit
folgt aus (GI. 41 das a = 0 erreicht werden muss um dieses Kriterium zu erfillen.

2.4 Kopplungsmaoglichkeiten: Gitterkopplung

Zum Anregen einer Mode in einem Wellenleiter muss die Voraussetzung erfillt sein,
dass die Ausbreitungskonstante B des einfallenden Strahls gleich der
Ausbreitungskonstante B, der propagierenden Mode im Wellenleiter entspricht (GI. 42
und (GI. 43:

Be = Bm (Gl. 42)
B. = k, * sin(60) (Gl. 43)

wobei k. der Wellenvektor und 0 der Einfallswinkel des einfallenden Strahls ist.

Da die einfallende Welle aus dem Medium Luft kommt, ist ihr Wellenvektor zu kurz um
eine Mode anregen zu kénnen, muss dieser verlangert werden. Hierfir stehen derzeit drei
etablierte  Verfahren zur Verfugung: Die Gitter-, die Prismen und die
Stirnflachenkopplung [41]. Da in dieser Arbeit ausschlieRlich die Gitterkopplung genutzt
wird, wird auf die zwei anderen Methoden hier nicht weiter eingegangen.
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Bei der Gitterkopplung wird der Effekt der Beugung an periodischen Strukturen genutzt.
Dazu wird ein Beugungsgitter mit einer Gitterkonstante G in die wellenleitende Schicht
eingebracht. Trifft nun eine elektro-magnetische Welle auf die Struktur, so wird sie
gebeugt und so der Wellenvektor verldngert, indem ein ganzzahliges Vielfaches der
Gitterkonstante addiert (positive Beugungsordnung) oder subtrahiert (negative
Beugungsordnung) wird.

M4

N3

Fig. 14: Prinzip der Gitterkopplung anhand eines einfachen zwei-Schicht
Systems. Die periodische Gitterstruktur verlangert den Wellenvektor, so
dass Totalreflektion an Grenzflachen mdglich ist.

Es gilt:

2m (G. 44)
Bm = ke *sin(@)im*?

wobei m fur die Beugungsordnung des Gitters steht.

Mit dieser Methode ist eine selektive Modenanregung mdglich, da jede Mode bei einem
diskreten Winkel eingekoppelt wird.

Der effektive Brechungsindex der Mode l&sst sich mit Hilfe von (GI. 45 bestimmen

A (Gl. 45)
Nesr =1y *sin(8) £ mj

Dabei steht n. fiir den Brechungsindex des Umgebungsmediums, 6 beschreibt den Winkel
unter dem der Strahl auf das Gitter féallt, m représentiert die Beugungsordnung des
Gitters, G die Gitterkonstante und A, steht fur die Wellenlange der einfallende Welle.

Der eindeutige Vorteil der Gitterkopplung besteht darin, dass die Gitterkonstante dem
Wellenleiterdesign angepasst werden kann wund so ein moglichst optimales
Winkelspektrum realisiert werden kann. Bei der Prismenkopplung ist der
Koppelwinkelbereich vom Brechungsindex des Prismas abhangig und erlaubt damit eine
geringere Flexibilitat der Koppelwinkel.
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2.5 Verlustmechanismen in planaren Wellenleitern

Lauft eine gefiihrte Mode durch einen Wellenleiter, ist sie drei Verlustmechanismen
ausgesetzt. Der dominanteste ist der Streuverlust, gefolgt vom Absorptionsverlust und
dem Strahlungsverlust. Da in unserem Fall alle Mechanismen, bis auf den Streuverlust,
vernachldssigbar sind, wird hier auch nur auf diesen eingegangen. Die Streuverluste
teilen sich ebenfalls auf in Oberflachenstreuung und Volumenstreuung. Die
Volumenstreuung wird im Wellenleiter selbst verursacht durch Fehlstellen im
Kristallgitter oder Fremdatome in der wellenleitenden Schicht. Da die heutigen genutzten
Dielektrika mit einem Minimum an Fehlstellen hergestellt werden kdénnen, ist dieser
Effekt nur von Bedeutung, wenn die Mode einen langen Weg in einem Wellenleiter
zuriicklegt (10 m). In unserem Fall ist er vernachldssigbar und wird um ein Vielfaches
von der Oberflachenstreuung Ubertroffen, weshalb wir diese hier ausfihrlicher behandeln
wollen. Streuung an der Oberflache kommt durch die Rauigkeit der Oberflache zustande.
Je rauer die Oberflache, desto groRer ist der Streuverlust an dieser. Dabei kommt der
Streuverlust immer dann zustande, wenn das Licht an der Grenzflache des Wellenleiters
Totalreflektiert wird, wenn man die Wellenleitung Strahlenoptisch betrachtet. Die Anzahl
an Reflexionen in einem Wellenleiter kann bestimmt durch [42]:

L (GI. 46)

Ng = ————
R 2d « cos(6,,)

N1/ 24 2 V4 A
NN NG
I\ N\

<€ L >

Fig. 15: Oberflachenstreuung an planaren Wellenleitern nach dem Zig-Zag Modell. Bei
jeder Reflektion an einer der beiden Grenzflachen wird Lichtleistung durch
Oberflacheninhomogenitaten in die Umgebungsmedien gestreut.

Daraus ist ersichtlich dass die Anzahl der Reflexionen mit kleineren Koppelwinkeln
(hdhere Modenordnung) zunimmt, was Wellenoptisch mit der tieferen Eindringtiefe der
hoheren Moden in die Umgebungsmedien erklart werden kann.

Der Verlust in einem Wellenleiter in dB/cm kann berechnet werden mit
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dB Gl. 47
L[— = 4,3a[cm™] ( )
cm

wobei der Verlustfaktor a durch den Ausdruck

a2 cos3(6,) 1
as =4 (ZSin(er)) <tg+(;7)+(l)> (Gl. 48)

q

beschrieben wird.

Wobei p und q die Adsorptionskoeffizienten der angrenzenden Schichten ist und 6, dem
Reflexionswinkel im Wellenleiter entspricht.

A kann ausgedriickt werden durch

_477,'

As

1 (Gl. 49)
(of, + 033)2

A
Hier beschreibt As die Wellenldinge im Wellenleitermedium und o123 die
Oberflachenrauigkeit der Schichten bedeutet.
Erhoht sich die Rauigkeit (612, oder 6,3) zwischen der Wellenleiterschicht und einem der
Umgebungsmedien, Beispielsweise durch Anlagerungen von Molekilen oder
Polymerketten, erhoht sich der Oberflachenstreuverlust der gefiihrten Mode. Dies macht
sich in einer geringeren Modenintensitat der propagierenden Mode bemerkbar.

2.6 Bestimmen von Bindungskonstanten

Fur die Charakterisierung von Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Molekiilen ist
es moglich eine Bindungskonstante zwischen zwei Molekilen zu bestimmen [43].
Hierfur liegt ein Molekul A in einer Losung vor und bindet aus dieser heraus an ein
Molekil B an (Fig. 16), welches an eine Oberflache gebunden ist. Daraus ergibt sich die
Reaktionsgleichung (Gl. 50, fur den reversiblen Prozess:

kq (Gl. 50)
A+ B2AB
kq

dabei beschreibt k, die Assoziationskonstante (Anbinden der Molekule) und kq die
Dissoziationskonstante (Abldsen der Molekdile).
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Fig. 16: Schematisches Prinzip eines Anbindungsprozesses. Molekil B ist auf der Sensoroberflache
angebunden. Durch Anziehende Wechselwirkungen zwischen Molekil A und B gehen diese eine
Verbindung ein (AB).

Der zeitliche Verlauf des Anbindungsprozess wird durch (Gl. 51 beschrieben:

d|AB (Gl. 51)
[dt I kq[A][B] — kq[AB]

Der Bestimmung von Bindungskonstanten liegt das Anbindungsmodell der Langmuir-
Anbindung zugrunde. Dieses setzt folgenden Sachverhalt voraus:

a) Eswird nur ein Monolayer angebunden

b) Alle Anbindungsplétze, sind gleichwertig

c) Keine Wechselwirkung der Anbindungsmolekile untereinander
d) Jedes Molekil A kann nur ein Molekil B binden

Aus diesen Bedingungen resultiert der charakteristische exponentielle Verlauf einer
Langmuir-Anbindung [44]. Zu Beginn des Anbindungsprozess sind gentigend freie
Stellen an der Oberflache vorhanden und die ersten Molekiile finden ohne langes Suchen
einen Anbindungspartner. Schnell werden die freien Stellen weniger und die verbliebenen
noch in LAsung befindlichen Molekiile brauchen langer bis sie eine noch freie Stelle zum
Anbinden finden [44]. Fig. 17 zeigt den ublichen zeitlichen Verlauf -einer
Oberflachenbelegungsmessung, wie sie mit der Oberflachenplasmonenresonanz oder der
Wellenleitermoden-Spektroskopie aufgenommen wird.
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—— Detektierter Neff wohrend Anbindung
—— Exponential-Fit

T
t

Fig. 17: Aufgenommenes Spektrum wahrend eines Anbindungsprozesses. Die Anbindungssteigung
lasst sich durch eine Exponential-Funktion darstellen und erfullt damit die Kriterien einer
Langmuir-Anbindung.

Handelt es sich bei dem Anbindungsprozess, um einen, der die Langmuir-Bedingungen
erflllt, lasst sich das aufgenommene Spektrum mit Hilfe einer Exponential-Funktion
anfitten. Aus (GIl. 52 der Exponential-Funktion l&sst sich die Assoziationskonstante
bestimmen [45-47]:

d[AB] ) (G1.52)
e R, eka*)

Da die Versuche eine reproduzierbare Bindungskonstante der Cytochrom ¢ Oxidase zu
bestimmen, bisher fehlschlugen, soll in dieser Arbeit versucht werden eine
Bindungskonstante auf oxydischen Oberflaichen zu berechnen. Es besteht die
Mdoglichkeit, dass die Wechselwirkungen zwischen Oberflache und Protein auf
oxydischen Oberflachen weniger stark sind als auf Metallen und so weniger Storfaktoren
das Langmuir-Modell storen.
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3 Messmethoden:

In diesem Abschnitt werden die Funktionsprinzipien der bei dieser Arbeit verwendeten
Messmethoden erléutert.

3.1 Wellenleitermoden-Spektroskopie (WaMS)

Bei dieser Methode werden planare asymmetrische Wellenleitersensoren genutzt. Diese
sind so beschaffen, dass mindestens die zwei Grundmoden beider Polarisationen geftihrt
werden konnen.

Die Moden werden durch einen Laser, welcher auf eine periodische Gitterstruktur féllt
bei diskreten Winkeln angeregt.

Jede Mode erfédhrt beim Propagieren durch den Wellenleiter einen individuellen
effektiven Brechungsindex, welcher durch den Einkoppelwinkel 6 der Mode bestimmt
werden kann.

1,00 -

— with membrane

0,50 4

Intensity /%

0,25

0,00

T
ar

Fig. 18: Setup fur die Wellenleitermoden-Spektroskopie mit Gitterkoppler. Die Mode durchléduft den
Wellenleiter und wird am Ende durch eine Fotodiode detektiert.
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Wird nun eine Schicht auf die wellenleitende Schicht aufgebracht, oder &ndert sich das
Umgebungsmedium des Wellenleiters, so &ndert sich auch der effektive Brechungsindex
jeder propagierenden Mode. Diese Anderung kann durch die Anderung im Koppelwinkel
detektiert und quantifiziert werden. Der Vorteil dieser Methode ist im Gegensatz zur
Oberflachenplasmonenresonanz (SurfacePlasmon Resonance SPR) ist, dass hier durch
mindestens zwei Grundmoden Brechungsindex und Dicke einer Schicht genau bestimmt
werden konnen, wéhrend bei SPR-Messungen nur eine Messgrofie ermittelt werden kann,
da nur ein Koppelwinkel (Plasmonenkoppelwinkel) detektiert wird. Auch ist die
Sensitivitat der Wellenleitermoden-Spektroskopie um ein Vielfaches hoher als die der
SPR-Messungen.

Die Sensitivitat wird dabei maBgeblich durch die Divergenz des Laserstrahls und die
Auflosung des Koppelwinkels bestimmt, je divergenter der Laserstrahl, desto breiter wird
die zu detektierende Mode.

Theoretisch sind damit Auflésungen im Sub-Angstrom Bereich moglich, so dass auch
einzelne Atomlagen detektiert werden kénnen [48], praktisch wird die Auflésung durch
die Winkelauflésung der Messinstrumente und der Lasergeometrie limitiert.

In dieser Arbeit wurde ein Goniometer der Firma Huber fir die Winkeldetektion genutzt,
welches mit einer minimalen Schrittweite von 10%° angesteuert werden kann.

Fir Messungen stehen uns zwei Modi zur Verfugung. Fur die quantitative Bestimmung
von Schichtdicken und Brechungsindex wurde der Winkelscan genutzt. Hierbei werden
die Koppelwinkel aller fiihrbaren Moden bestimmt. Durch Detektieren der positiven und
negativen Winkelpositionen kann die Nullpunktjustage und so eine groRe Fehlerquelle
vermieden werden. Der Nachteil dieser Methode ist, dass eine Messung relativ lange
dauert. Die aufzuwendende Zeit steigt mit der Anzahl der zu detektierenden Moden und
ihrer gewinschten Auflésung. Dadurch ist sie nicht dazu geeignet schnelle Vorgange (=
30min), wie zum Beispiel Proteinanbindungen zu charakterisieren. Die zweite Variante
besteht darin eine Modenposition anzufahren und den Koppelwinkel der Moden
zeitaufgelost zu detektieren. Da bei dieser Methode eine minimale zeitliche Auflésung
von 7s erreicht wird, wird sie verwendet um schnelle dynamische Vorgéange verfolgen zu
kdnnen. Der Nachteil ist, dass zu jedem Zeitpunkt nur ein Koppelwinkel bekannt ist und
dadurch keinerlei Aussage getroffen werden kann hinsichtlich der Anderungen von
Schichtdicke, Brechungsindex oder Anisotropie.
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Fig. 19: WaMS Methoden. Links ein komplettes I\ﬁadenspektrum. Rechts eine Modenverfolgung
(Kinetik) einer TMy-Mode wéhrend eines Adsorptionsvorgangs.



3.2 Kontaktwinkelmessung

Eine grofle Bedeutung fur biologische Vorgdnge an Oberflachen kommt der
Oberflachenenergie des Mediums zu. Die Oberflachenenergie einer Oberflache kann
bestimmt werden, indem man ihre Wechselwirkung mit Wasser beobachtet (auch andere
Flussigkeiten konnen verwendet werden). Dieses Verfahren ist schnell und einfach
durchzufuhren und liefert viele Informationen Uber die Festkorperoberflache.

YiiG Gas (G)

A Flussig (FI)

Fig. 20: Spannungsverteilungen bei Messung des Oberflachen-Kontaktwinkels.

Der Kontaktwinkel des Tropfens auf der Festkorperoberflache ergibt sich aus der
Minimierung der freien Enthalpie, die durch die Oberflachenenergien der Flissigkeit und
des Festkorpers bestimmt wird. VergroRert sich die Kontaktflache des Tropfens mit dem
Festkdrper, so bedeutet dies ein Anwachsen der freien Enthalpie an der Grenzflache von
Festkorper-Flussigkeit um yreq, bei gleichzeitiger Abnahme an der Grenzflache
Festkorper-Gas um yey-c.

Je attraktiver die Wechselwirkung von Flussigkeit und Festkorper, umso groRer der
Energiegewinn und damit die Spreitung des Tropfens auf der Oberflache und umso
kleiner ist der gemessene Kontaktwinkel 6. Verknipft werden diese Sachverhalte durch
(GI. 53)

Yr/6 * €0S(8) = Vi ki (Gl. 53)

Sie verknipft die Oberflachenenergie der flissigen und der festen Phase mit der
Grenzflachenspannung zwischen den Phasen und dem gebildetem Kontaktwinkel 6, der
als tangentialer Winkel des Tropfens zur Oberflache gemessen wird. Verhélt sich die
Oberflache hinsichtlich ihrer Rauigkeit und Homogenitat anndhernd ideal, so stellt sich
ein stabiles thermodynamisches Gleichgewicht ein, was zu einem festen Kontaktwinkel
fuhrt. Ist die Oberflache rau und inhomogen, so fihrt dies zu einem héheren Abweichen
der Messwerte und damit zu einem hoheren Fehler.

Fur Wasser als Analyseflissigkeit kann der Kontaktwinkel von <10° (super Hydrophil)
bis zu 110° (hydrophob) annehmen [44].

Diese Methode spielt eine wichtige Rolle, da sie schnell angewendet werden kann um
zum Beispiel nach dem Plasma-Atzen zu priifen ob die Silanisierungs-Monolage effektiv
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entfernt oder aufgebracht wurde. Der Kontaktwinkel &ndert sich dabei von =30°
(gereinigtes Glassubstrat) auf ~90° fiir die funktionalisierte Glasoberflache.

Der Kontaktwinkel wurde mit einem Drop Shape Analysis System (DSA) 10 der Firma
Kriss gemessen (Fig. 21). Dabei wurde die Probe auf einen Probentisch gelegt, von
hinten beleuchtet und von vorne mit einer Videokamera das Tropfenprofil aufgenommen.
Der Tropfen wird Uber einen Steuerrechner in Mengen von 0,5uL-10uL mit Hilfe der
Tropfenkantle aufgebracht. Ein an die Videokamera angeschlossener Messrechner
berechnet den Kontaktwinkel von Oberflache zu Tropfen.

Fig. 21: Drop Shape Analysis System der Firma Kriss zum bestimmen von Kontaktwinkeln zwischen
Oberflachen und Wasser.

3.3 Raster-Kraft-Mikroskopie

Die Raster-Kraft-Mikroskopie ist ein Verfahren zur zerstérungsfreien Darstellung von
dreidimensionalen Oberflachenstrukturen. Im Englischen als Atomic-Force-Microscopy
bezeichnet, leitet sich daher die haufig genutzte Abkirzung AFM ab. Ein Vorteil von
AFM-Messungen ist, dass keine leitenden Oberflachen bendtigt werden und dennoch
hohe Auflésungen im Angstrom Bereich erreicht werden konnen. Sie eignet sich
hervorragend flir Untersuchungen von Oberflachenrauigkeiten und damit auch
periodischer Strukturen auf Oberflachen.
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Fig. 22: Schematischer Aufbau eines Raster-Kraft-Mikroskops

Das Rasterkraftmikroskop besteht aus einer Spitze, welche meist aus SiOy gefertigt wird,
Diese sitzt am Ende einer Feder (Cantilever). Probe oder Feder werden auf einem Piezo-
gesteuerten Halter angebracht, welcher in alle drei Raumrichtungen verschiebbar ist. Auf
der Rickseite der Feder wird ein Laserstrahl reflektiert und an einen empfindlichen
Photodetektor weitergeleitet und so die jeweilige Bewegung oder Verdrehung der Feder
detektiert. Das Mikroskop kann in zwei Modi betrieben werden. Im Kontaktmodus
beruhrt die Spitze die Oberflache und wird dadurch ausgelenkt. Diese Auslenkung wird
durch den Laser detektiert und vom Piezo-Positionierer korrigiert. Die Kraft die dabei
von Feder auf die Oberfliche wirkt betragt etwa 100nN, was schon ausreicht, um
empfindliche Oberflachenstrukturen zu zerstéren. Um dies zu vermeiden kann der
Tapping-Modus verwendet werden. Hierbei handelt es sich um eine dynamische
Messmethode bei der die Spitze mit einer Oszillationsfrequenz, geringfiigig niedriger als
ihre Eigenfrequenz, zum Schwingen angeregt wird. Anschlielend wird der Abstand von
Oberflache-Spitze so gewahlt, dass bei maximaler Auslenkung die Probenoberflache nur
leicht beruhrt wird. Verandert sich nun die Oberflachentopographie, so verschiebt sich,
durch attraktive Wechselwirkungen, die Eigenfrequenz der Feder in hohere Bereiche, was
zu einem Abfallen der Schwingungsamplitude flihrt. Der Piezo-Positionierer gleicht
durch Heben oder Senken der Probe/Feder die Schwingungsamplitude wieder an. Fir die
AFM-Messungen dieser Arbeit wurde ein AFM der Dimension 3100 CLSerie
verwendet. Die Messungen wurden von Helma Burg am Max-Planck-Institut fir
Polymerforschung durchgefihrt.
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3.4 Step—Profiler

Der Step-Profiler, auch als Alpha-Stepper bezeichnet, ist von seiner Funktionsweise mit
dem AFM zu vergleichen. Auch bei dieser Methode wird eine feine Spitze Uber die
Oberflache bewegt und ihre Auslenkungen gemessen. Im Gegensatz zum AFM liegen
hier die Messbereiche im makroskopischen Bereich, so kdnnen ganze Substrate auf ihre
Oberflache hin charakterisiert werden, wéhrend beim AFM maximal ein Raster von
150pum*150um abgetastet werden kann. Dadurch ist es moglich Randeffekte, welche bei
Probenpraparationen auftreten kénnen (z.B. Randberge beim Aufschleudern dinner
Schichten) zu detektieren.

Der vertikale Messbereich reicht von <10nm bis zu 1mm. Dadurch kdénnen auch groRe
Stufentibergénge genau erfasst werden.

Zum Charakterisieren von Polymerschichtdicken, werden diese mit Hilfe einer Nadel bis
zum Trégersubstrat aufgekratzt und dieser Graben dann vermessen. Alternativ kann auch
schon bei der Probenherstellung ein Referenzsubstrat teilweise abgeklebt werden, um
nach der Beschichtung einen sauberen Ubergang zum Messen verwenden zu kénnen.

In dieser Arbeit wurde der Step-Profiler genutzt um die Oberflachenrauigkeiten der
verschiedenen Wellenleitersensoren zu untersuchen.
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3.5 Aufbau und Sensoren

Der Wellenleitersensor wird in einen, im Rahmen der Diplomarbeit konstruierten Halter
eingespannt, welcher auf einem Huber Goniometer installiert ist. Ein polarisierter HeNe-
Laser wird durch zwei Glan-Thompson-Polarisatoren auf eine einheitliche Intensitét
eingestellt. AnschlieBend kann die Polarisation des einfallenden Laserstrahls durch einen
Fresnel-Rhombus gewahlt werden. Die Intensitat der propagierenden Mode wird an den
Sensorendflachen von Fotodioden detektiert und tber einen Log-In Verstarker an den
Messrechner weitergeleitet, wo die Signale verarbeitet werden. Die erforderliche
Flusszelle wird durch Federn gegen die wellenleitende Schicht gedrickt.

Fig. 23: Aufbau fur die Wellenleitermoden-Spektroskopie. a) HeNe-Laser; b) Spiegel; c) Polarisatoren;
d) Fresnel-Rhombus; e) Wellenleiter-Sensor; f) Fotodiode; g) Flusszelle

Fig. 24: Aufbau fur die Wellenleitermoden-Spektroskopie von oben.
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Fig. 25: Aufbau fur die Wellenleitermoden-Spektroskopie von der Seite.

Fur diese Arbeit wurden zwei Arten von Wellenleitersensoren benutzt. Fiir die qualitative
Anisotropie Bestimmung wurden Singlemode Wellenleiter eingesetzt, welche jeweils die
erste TM-, sowie TE-Mode fiihren kénnen. Sie bestehen aus einem Glassubstrat mit
einem Brechungsindex von 1,524° auf das durch Sputtern eine etwa 160nm dicke
Tantalpent-Oxid (Ta;Os) Schicht mit einem Brechungsindex von 2,22 aufgebracht wurde.
Darauf wurde mittig durch lonen-Strahl-Atz-Verfahren ein optisches Beugungsgitter, mit
einer Gitterkonstante von 745nm und einer Tiefe von 5nm, in die Mitte des Substrats
geatzt.

In dieser Konfiguration wird die 2. Beugungsordnung des Gitters zum Einkoppeln
genutzt.
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Fig. 26: Aufgenommenes Modenspektrum eines Ta,Os Singlemode Wellenleiters

* Alle Brechungsindizes dieser Arbeit sind fir eine Laserwellenlange von 632,8 nm angegeben
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Da fur die spatere Auswertung (Transfer-Matrix) das Modell der homogenen Schichten
vorausgesetzt wird, dirfen die Gitter nicht tiefer als 1/10 der wellenleitenden Schicht
sein. Sind die Gitter zu tief im Substrat, wird dieses Modell gestort und die spatere
Auswertung ist nicht mehr zuverlassig, da der verwendete Transfer-Matrix-Algorithmus
mit den ermittelten effektiven Brechungsindizes, zu keiner allgemein giltigen Losung
mehr kommt.

Fig. 27: Aufgenommenes AFM-Bild der Gitterstruktur im TiOx-Welleneitersensor. Die Scanflache
betragt 5um*5um, der Scan wurde mit einem Cantilever des Typs OMCL-AC160TS-W2 von Olympus im
»non-contact mode*“, von Helma Burg durchgefiihrt.

Section Analysis

Cursor: fixed zoom: 2:1 Cen line: off offset: oOff

Fig. 28: Auswertung des AFM-Bildes aus Fig. 27. Die Gitterstruktur wurde an drei Punkten vermessen.
Die Ergebnisse sind rechts aufgefiihrt. Der Mittelwert aller drei Messungen betragt 28,8nm3,9nm.
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Die Multimode-Sensoren bestehen aus einem Quarzglassubstrat mit einem
Brechungsindex von 1,46 auf das eine Titanoxidschicht (TiO4) gesputtert wurde. Die
Dicke liegt bei etwa 350nm und kann jeweils die ersten zwei Moden beider
Polarisationen fihren.

Die beschichteten Sensoren wurden von Leica hergestellt und das Gitter nachtréaglich per
Holographie und lonen-Strahl-Atz-Verfahren im Reinraum des Max-Planck-Instituts fiir
Polymerforschung eingebracht.

Durch eine gewéhlte Gitterkonstante von 340 nm ist es moglich drei Moden in einem
Winkelspektrum von 6 < 20° anzuregen, da es bei hoheren Winkeln zu streifendem
Lichteinfall auf den Halter kommt, was zu einer hohen Ungenauigkeit der Messungen
fuhrt.

Fur diese Arbeit wurden folgende Wellenleitersensoren genutzt:

Tab. 1: Far diese Arbeit verwendete Wellenleitersensoren, mit dazugehdrigen Kenndaten. ng:
Brechungsindex des Substrats; nw,.: Brechungsindex der wellenleitenden Schicht; dy,.: Dicke der

wellenleitenden Schicht; g: Gitterkonstante des Koppelgitters

Material Typ Ng Nwi Odwe /nm Moden g/nm
Ta,0O5 Singlem. | 1,534 2,226+0,001 159,4+0,1 TE/TMq 745+1
Ta,0O5 Singlem. | 1,534 2,227+0,001 158+0,1 TE/TMq 745+1
Ta,0O5 Singlem. | 1,534 2,225+0,001 160,9+0,1 TE/TMq 745+1
TiOy Multim. 1,46 2,122+0,005 359,2+0,5 TEo/TMgs | 33721
°7 | —— TE-polarisiert] 1%%
—— TM-polarisiert TE®) TE,()
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Fig. 29: Aufgenommenes Modenspektrum eines TiO, Multimode Wellenleiters

Die Singlemode Sensoren wurden genutzt um die allgemeine Anisotropie bei
Proteinanbindung und Lipid-Schicht Formung zu detektieren (beschrieben in Kap. 0), da
hier die Aufnahme eines kompletten Winkelspektrums etwa um den Faktor 2,5,
gegeniiber den Multimodesensoren, verkdirzt ist. Da mehr zu detektierende Moden, sowie

das verwenden von positiver und negativer Beugungsordung des Koppelgitters die
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Messzeit und -aufwand erhéhen. Die Sensitivitdat liegt im Vergleich zu den
Multimodesensoren um den Faktor 2 hoher.

Die Multimodensensoren wurden hergestellt um aus den Informationen von drei Moden
den Protein-Brechungsindex fur die TE- sowie der TM-Polarisation zu ermitteln und
vergleichende Anbindungen auf unterschiedlichen Oberflachen durchzufihren.

Da fur die spateren Messungen eine moglichst glatte Oberflache bendtigt wird, wurden
die Oberflachen der verwendeten Sensoren mit einem Step-Profiler der Firma PLA
Tencor P-16+ auf ihre Rauigkeit hin charakterisiert.
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Fig. 30: Oberflachenprofil des Ta205 Wellenleitersensors. Scanlange: 1mm; Scanspeed: 10um/sec;
Gerat: PLA Tencor P-16+
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Fig. 31: Gemessenes Oberflachenprofil des TiO, Wellenleitersensors. Scanldnge: 1mm; Scanspeed:
10um/sec; Gerat: PLA Tencor P-16+

Die Oberflachenrauigkeit der Sensoren sollte einen Wert von 10nm nicht tberschreiten,
da bei hoheren Rauigkeiten die spater anbindenden Proteine gestresst werden und damit
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zum denaturieren neigen [49, 50] und so keine représentative Anbindung moglich ist. Die
Oberflachenrauigkeit wurde fiir den Ta205 Sensor mit =~ 3nm (Fig. 30) und fur den TiOx
Multimode Sensor mit = 1,5nm (Fig. 31) bestimmt, indem der Quadratische Mittelwert
der oben gezeigten (Fig. 30 & Fig. 31) Oberflachenprofile gebildet wurde. Dies wurde
von der Software des PLA Tencor P-16+ Gibernommen.
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3.5.1 Wellenleitersensitivitidt und Anisotropie-Faktor

Mit dem Anisotropie-Faktor eines Wellenleitersensors kann, bei aufbringen eines
Adlayers auf dem Sensor, dessen bevorzugte Polarisationsrichtung bestimmt werden. Der
Anisotropie-Faktor berechnet sich aus der Geometrie und den optischen Parametern des
Sensors. Er leitet sich direkt aus der Sensitivitdt der Moden verschiedener Polarisation,
eines Wellenleiters ab. Die Sensitivitit bestimmt die Anderung der effektiven
Brechungsindizes von TE- und TM-Mode bei aufbringen eines isotropen Adlayers in
Abhangigkeit der Schichtdicke der wellenleitenden Schicht (Fig. 33).

Fir eine bestimmte Schichtdicke des Wellenleiters, andern sich die effektiven
Brechungsindizes von TE- und TM-Mode in einem festen Verhaltnis zueinander.

Modendisp. isotroper adlayer
Modendisp. Blank

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
000 005 010 015 020 025 030 035 040 045
/um

Wellenleiter

Fig. 32: Modendispersionen eines Wellenleiters ohne (tlrkis) und mit isotropem Addlayer (schwarz).

Dieses individuelle Verhéltnis kann durch eine Simulation, welche den Transfer-Matrix-
Algorithmus nutzt, bestimmt werden, wenn der Sensorchip hinreichend (Nsypstrat,
Nwellenleiter,  Owellenteiter) ~ D€kannt ist.  In  dieser  Arbeit wurde hierfir das
Simulationsprogramm ATSOS verwendet. Aus den bekannten Daten des Sensors werden
die effektiven Brechungsindizes in Abhangigkeit der Schichtdicke der wellenleitenden
Schicht, fiir die TEo- und TMy-Mode bestimmt. AnschlieRend wird die Berechnung der
effektiven Brechungsindizes wiederholt, fur den Fall das auf dem Sensor eine optisch
isotrope Schicht aufgebracht wurde. Aus beiden Berechnungen wird so die Anderung der
effektiven Brechungsindizes bestimmt, indem die Differenz beider Berechnungen
gebildet wird. Fig. 32 zeigt die Berechnungen der effektiven Brechungsindizes mit und
ohne Adlayer, die zugehorigen Simulationsdaten sind in Tab. 2 und Tab. 3 zu finden.
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Tab.

Wellenleitersensors. Umgebungsmedium: Luft

2: Simulationsparameter fir effektive Brechungsindex Berechnung eines Tantalpentoxid

Nr Material n Dicke /nm Absorption
1 Corning 1,534 0 0
2 Ta205 2,2 0-400 0
3 Luft 1 % 0

Tab. 3: Simulationsparameter fur effektive Brechungsindex Berechnung eines Tantalpentoxid
Wellenleitersensors mit Protein-Adlayer. Umgebungsmedium: Luft

Nr Material n Dicke /nm | Absorption
1 Corning 1,534 0 0
2 Ta205 2,2 0-400 0
3 Protein 1,4 9 0
4 Luft 1 0 0
— TE,
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Fig. 33: Anderungen des effektiven Brechungsindex fiir beide Grundmoden, durch Aufbringen einer
isotropen Zusatzschicht, in Abhangigkeit der Ta205-Wellenleitersensorschichtdicke.

Fur eine definierte Schichtdicke des Wellenleitersensors kann aus der effektiven
Brechungsindexénderung der beiden Moden das Verhéltnis von ANeffrg zu ANeffry
bestimmt werden. Dieses Verhaltnis definieren wir als Sensitivitatsfaktor S (Gl. 54):

S =
SNef frg

39



Bei den von uns genutzten Ta,Os-Wellenleitersensoren liegt die Sensitivitét bei 1,8.
Der auf eins normierte Anisotropie-Faktor ergibt sich dann aus (Gl. 55):

6NeffTM (G|.55)

A= SNeffog S

Da der Anisotropie-Faktor auf eins normiert wurde, mussen folgende Félle unterschieden
werden (Fig. 34):

a)

b)

Al = 1: Das Molekil I&sst sich in beide Richtungen gleich polarisieren (optisch
isotrop). Das Brechungsindexellipsoid nimmt so die Form eines Kreises an.

Al > 1. Die Polarisierbarkeit durch die TM-Mode (senkrecht zur
Wellenleitersensoroberfléche) ist hoher.

Al > 1. Die bevorzugte Polarisationsrichtung des Molekuls liegt in der
Schwingungsrichtung der TE-Mode (parallel zur Sensoroberflache)

N

2 M b) 9

D =T

Fig. 34: Fallunterscheidung fir den Anisotropie-Faktor und die jeweiligen Brechungsindex
Ellipsoide.
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3.5.2 Die Flusszelle

Die Flusszelle in dieser Arbeit dient dazu eine Anbindung eines Membransystems auf der
Sensoroberflache zu verwirklichen. Sie wird gegen die wellenleitende Schicht (E) des
Sensor gedrlckt und mit verschiedenen Losungen oder Puffern durch das Kanalsystem
(A) geflutet. Der Dichtungsring (B) zwischen Flusszelle und Sensor verhindert das
Auslaufen von Flussigkeiten. Die Spritzen-Offnung (C) ermdglicht einen Austausch des
Puffers, dem Einbringen zusétzlicher Molekile, oder der Biobeads in das Zellreservoir
(D) ohne das Benutzen des Kanalsystems. Dadurch kann die FlieRgeschwindigkeit an der
Sensoroberflache verringert werden.

Die in dieser Arbeit verwendete Flusszelle wurde den speziellen Anforderungen nach
konstruiert, dabei mussten folgende Kriterien erfillt sein:

a) GroRes  Zellvolumen um  denaturieren  der  Proteine, durch  hohe
FlieRgeschwindigkeiten, zu verhindern.

b) Die Male (23x9,9)mm durften nicht Uberschritten werden, damit der vorhandene
einheitliche Probenhalter genutzt werden konnte.

c) Es musste ein separater Zugang zur Wellenleiteroberfliche vorhanden sein, zum
Einbringen der Proteine oder Biobeads.

d) Das Fertigungsmaterial muss stabil sein gegen basische Pufferlésungen mit einem pH-
Wert von 9,8.

e) Das FlieRverhalten an der Wellenleitersensoroberflache muss laminar sein um eine
gleichmaRige Verteilung der Proteine an der Wellenleitersensoroberflache zu garantieren.

Die Zelle wurde aus Plexiglas gefertigt um eine Beobachtung der Vorgénge (ausspilen

der Biobeads) zu ermdglichen und wurde in der Feinmechanischen Werkstatt des Max-
Planck-Institut fir Polymerforschung hergestelit.
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Fig. 35: Ansicht der neu konstruierten Flusszelle. Oben: Zelle ohne Wellenleitersensor. Unten: Zelle
mit Wellenleitersensor. (A):Kanalsystem zum spiilen; (B):Dichtungsring; (C):Offnung zum
einbringen der Biobeads; (D):Kammer fur Biobeads; (E):Wellenleitende Schicht des

Wellenleitersensors
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Fig. 36: Neu konstruierte Flusszelle aus Plexiglas.

Fig. 37: In den Probenhalter eingebaute Flusszelle (links). Die Flusszelle wird gegen den
Wellenleitersensor gedrickt, der Dichtungsring verhindert ein auslaufen der Flussigkeit (rechts).
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4 Experimente & Diskussion der Ergebnisse

In diesem Kapitel wird der der Membranformungsprozess einer Protein gestutzten
Festkdrpermembran dargestellt, sowie die zu jedem Schritt gehérenden Kinetik- und
Scanmessungen. Desweiteren werden die Messergebnisse interpretiert und diskutiert. Fig.
38 gibt einen Uberblick tiber die notwendigen Schritte zur Formung einer Protein
gestitzten Festkdrpermembran.

Proteine an - .
Sensor ,| Sensoroberflache S . . ,| Lipid-Doppelschicht
.. 7 . .. ?| Funktionalschicht >
reinigen funktionalisieren . Formung
anbinden

Fig. 38: Flussdiagramm der Prozesschritte zur Formung einer Protein gestitzten
Festkérpermembran

4.1 Probenpraparation

Bevor mit der Probenpraparation begonnen werden kann, missen die Sensoroberflachen
grundlich gereinigt werden. Die Reinigung setzt sich aus folgenden Schritten zusammen:

a) Reinigen in 2%iger Helmanex Losung (50°C) und 5 min Ultraschall zum entfernen
von Schmutzriickstanden

b) Spulen mit Milli-Q Wasser (Widerstand: 18,2 MQ)

c) Spulen mit Isopropanol und trockenblasen mit Stickstoff

d) Plasmareinigung (300W; 10min; Ar/O,: 0,8/0,2; p:1mBar) zum Entfernen vorheriger
Funktionalisierungsrickstande (Plasma System 200-G, der Firma Technics Plasma
GmBH)

4.2 Membranbildung

4.2.1 Stabilitat des Sensors

Um die Stabilitit des Tantalpentoxid-Wellenleitersensors zu (berpriifen, wurde ein
Wellenleitersensor fiir 72h in eine ANTA-L6sung (pH 9,8) gestellt. Nach 1h, 16h und 72h
wurde jeweils das Modenspektrum des Sensors aufgenommen um durch eine mdgliche
Anderung der effektiven Brechungsindizes eine Anderung des wellenleitenden Films zu
detektieren. Wie in Fig. 39 gezeigt, ist der Sensor zu Beginn der ANTA Anbindung noch
nicht stabilisiert. Der effektive Brechungsindex der wellenleitenden Schicht wird im ANTA
verringert. Der Sensor erreicht jedoch nach spétestens 16h einen stabilen Zustand und &ndert
sich ab diesem Zeitpunkt nicht weiter. Da derselbe Sensor flir mehrere Anbindungen genutzt
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wurde und sich die Schichtdicke der wellenleitenden Schicht bei den folgenden
Referenzmessungen nicht geéndert hat, muss das ANTA in den ersten 16h den
Brechungsindex der Oberflache verringert haben. Da der Sensor vor jeder Proteinanbindung
fiir 48h in ANTA stehen muss, kdnnen wir sicher sein, beim Messen einen stabilen Sensor zu
verwenden.

0,5
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Nach 72h =
>
g 0,3 1
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Fig. 39: Scanmessungen eines Ta205-Wellenleitersensors der fur 72h in einer ANTA-Ldsung mit pH=9,8
stand. In den ersten 16h scheint ANTA in die Oberflache zu diffundieren und den Brechungsindex zu
verringern.

4.2.2 Funktionalisierung der Sensoroberfliche

Vor Beginn der Proteinanbindung muss die Sensoroberflache funktionalisiert werden,
damit eine spezifische Proteinadsorption an der Sensoroberflache stattfinden kann. In
diesem Abschnitt wird die Funktionalisierung der Sensoroberflache beschrieben.
Wahrend bei metallischen Oberflachen, wie in vorherigen Arbeiten verwendet, die
Thiol-Chemie angewendet wurde [11], werden oxidische Oberflachen ber eine Silan-
Anbindung funktionalisiert.

Bei dieser Methode wird eine selbstadsorbierende Monolage Silan auf die oxidische
Sensoroberflache gebracht. Es besitzt eine Ankergruppe, die aus einem Siliziumatom
besteht und von einem organischem Rest umgeben ist, mit der sie eine kovalente Bindung
mit den Sauerstoffatomen des Dielektrikums (Sensoroberflache) eingeht. Die Kopfgruppe
des Silans kann je nach Anwendungsgebiet unterschiedlich ausfallen. In dieser Arbeit
wurde das

11 — Pentafluorophenylundecanoatetrimethoxysilane (Fa. Sikemia) (Fig. 40) genutzt.
Charakteristisch fur dieses Silan ist sein hoher Siedepunkt von =150°C durch seine
langen Kohlenstoffketten. Es existieren zwei gangige Praparationsmethoden fur die

Silanisierung, die Gasphasenabscheidung und die Flussigphasenabscheidung. In dieser
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Arbeit wurden beide Methoden benutzt und ihre Effizienz Gberprift, indem nach dem
Silanisieren, Nitrilotriessigsdure (ANTA) an die reaktive Kopfgruppe angebunden wurde
und dieser Prozess durch eine zeitaufgeloste Koppelwinkelmessung aufgenommen
wurde. Je héher die Sensoroberflachenbelegung mit 11 -
Pentafluorophenylundecanoatetrimethoxysilane, desto mehr ANTA kann am Silan
adsorbieren. Dementsprechend hoher ist die Anderung des effektiven Brechungsindex der
detektierten Mode. Die Gasphasensilanisierung wurde bei 150°C und mit einer Dauer von
90 Minuten in einem Vakuumofen der Firma xx durchgefihrt. Fur die
FluRigphasensilanisierung wurde der Wellenleitersensor fiir 90 Minuten und bei
Raumtemperatur in eine 1%ige methanolische Losung gestelit.

- . o c|>cf£
F&OM’/\T_OCH}
= = OCH,

Fig. 40: Verwendetes Silan (11 — Pentafluorophenylundecanoatetrimethoxysilane, Firma: Sikemia).
Das Silan bildet eine selbstorganisierende Monolage, indem die Si-Kopfgruppe an die
Sauerstoffatome des Ta205-Wellenleitersensors anbinden.

Wie in Fig. 43 zu sehen ist, fuhrt eine Gasphasensilanisierung zu einer vielfach héheren
Belegungsdichte. Zusatzlich, wird der Kontaktwinkel der Sensoroberflache vor und nach
der Silanisierung gemessen.

Vor der Funktionalisierung ist die Oberflache des Sensors sehr hydrophil (Kontaktwinkel
< 10°), nach der Silanisierung steigt der Kontaktwinkel auf ~ 85° (Fig. 41). Damit ist die
Wellenleitersensoroberflache funktionalisiert.

Fig. 41: Messung des Kontaktwinkels vor (links) und nach (rechts) der Beschichtung mit 11 —
Pentafluorophenylundecanoatetrimethoxysilane. Gemessen wurde mit einem
Kontaktwinkelmessgeréat der Firma Krss, Modell: DAS 10-MKk2.
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Nach der Silanisierung wird der Sensor fir 48h in eine 0,15 molare Nitrilotriessigsaure-
Losung (ANTA) (Fig. 42) mit einem pH-Wert von 9,8 gelegt. In dieser Zeit bildet sich so

ein Silan-ANTA-Adukt.

Fig. 42: Nitrilotriessigsdure-Ldsung (ANTA)
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Fig. 43: ANTA Anbindung an funktionalisierte Tantalpentoxid-Sensoroberflache nach einer
Gasphasensilanisierung (schwarz) und einer Flussigphasensilanisierung (blau).

Da die Ankermolekile der Cytochrom ¢ Oxidase eine starke Affinitat zu Nickel-Chelat
Komplexen aufweisen, wird der Sensor abschlieBend fur 20min in eine 40nM Nickel-
Losung gestellt, wo die Ni**-lonen eine Komplexbindung mit den ANTA Liganden
eingehen. AnschlieRend kann mit der Immobilisierung der Proteine begonnen werden.
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1) Silanisierung:
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Fig. 44: Reaktionsprozesse der Funktionalisierung einer oxidischen Sensoroberflache, durch Silanisierung
(1), anschlieBender ANTA Anbindung an das Silan (2) und abschlieBender Komplexbildung durch Ni2+-
lonen mit ANTA (3)
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4.2.3 Proteinanbindung

Fig. 45: Cytochrom ¢ Oxidase Proteinanbindung. Der His-Tag-Anker der Proteine weist eine hohe
Affinitat zu den Ni**-Komplex auf und bindet dort an.

Vor Beginn der Proteinanbindung missen folgende Lésungen vorhanden sein:

1) Phosphatgepufferte Salzlésung pH=8 (PBS)
2) n-Dodecyl-b-D-maltoside —Ldsung pH=9,8 (DDM)
3) Diphytanoylphosphatidyl choline in DDM (Diphy-PC: Lipid-Ldsung)

Die genauen Stoffmengen und Zusammensetzungen der verwendeten Lésungen sind im
Anhang zu finden.

Um die zu erwartende effektive Brechungsindex Anderung der TMo-Mode wéhrend der
Proteinimmobilisierung abschétzen zu kénnen, wurde eine Simulation, flr den Fall einer
90%igen Proteinbelegung auf der Sensoroberflache, durchgefiihrt. Diese wurde mit dem
Programm ATSOS berechnet, welches den Transfermatrix-Algorithmus nutzt. Aus der
Simulation geht hervor, dass eine Anderung des Neff der TMo-Mode von ANeff =
3,810 erwartet wird. Dies entspricht in unserer Wellenleitersensorkonfiguration einer
Winkelverschiebung von etwa 0,1°. Die Simulationsdaten sind im Anhang zu finden.

Vor Beginn der Proteinimmobilisierung wird der funktionalisierte Sensor in den
Probenhalter eingebracht. Die Flusszelle wird auf die Sensoroberflache gedruckt und mit
DDM-Puffer gespiilt.

AnschlieBend wird das Winkelspektrum des funktionalisierten Sensors aufgenommen um
dieses als Referenzmessung fur die spétere Schicht-Charakterisierung zu verwenden. Um
die Anbindungskinetik aufzunehmen, wird der Koppelwinkel einer Mode (Fig. 46),
wéhrend der Adsorption der Proteine verfolgt. Fir Anbindungen auf dem Ta,Os-Sensor
wéhlen wir die TMy-Mode, da diese durch das gegebene Sensordesign die Sensitivste ist
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(etwa doppelte Sensitivitat der TEo-Mode; siehe Kap. 0), da die TMy-Mode eine hohere
Feldverstarkung an der Grenzflache aufweist.

Das Protein wird kurz vor dem Experiment aufgetaut, indem es in DDM-Puffer gel6st
wird. Das Protein sollte erst kurz vor Verwendung aufgetaut werden, da dieses mit
langerer Aufbewahrung bei Raumtemperatur seine Mobilitat verliert [51]. Als Protein
wird die Cytochrom c¢ Oxidase aus der Charge ,,Fergusson-Miller 09 verwendet, welches
in Einheiten von 10pL mit einer Konzentration von 20uM vorlag. Dieses wurde in 2mL
DDM gel6st und somit eine Konzentration von 150uM eingestellt, welche fir eine
erfolgreiche Anbindung notwendig ist [11], danach wird die Proteinlésung mit einer
Spritze in die Zelle eingebracht, dabei darf die Spritzen6ffnung im Durchmesser nicht <
0,5mm sein um groRere Flussgeschwindigkeiten zu vermeiden, da dies zu Stress fur das
Protein und damit ebenfalls zum Denaturieren fiihren kann [52]. Nach erfolgreicher
Immobilisierung wird die Zelle mit DDM-Pufferlésung gespilt.

Aus der Anbindungskinetik (Fig. 46) l&sst sich erkennen, dass die Anbindungsprozesse,
auf demselben Sensor mit gleicher Funktionalisierung, unterschiedliche zeitliche
Verlaufe zeigen, bei gleicher Anderung des effektiven Brechungsindex der TMo-Mode.
Aus dem Exponential-Fit beider Kinetiken kann man schlie3en, dass der Anfangsbereich
der Immobilisierung (bis 60. min) mit dem Langmuir-Modell gefittet werden kann. In
diesem Anbindungsmodell wird vorausgesetzt, dass folgende Annahmen gelten [53]:

a) Es wird nur ein Monolayer adsorbiert
b) Alle Sorptionsplatze, sowie Oberflache sind gleichwertig
c) Keine Wechselwirkung der Adsorbanten untereinander

Die oben genannten Punkte a) und b) werden bei Beginn der Anbindung der Oxidase
erfullt, im spateren Verlauf, wenn die Sensoroberflache nur noch wenige freie
funktionalisierte Stellen fur das Protein aufweist, Uberwiegt der unspezifische
Anbindungsmechanismus und Punkt c) wird nicht mehr erfullt, was deutlich wird da die
aufgenommene Kinetik sich immer weiter von der perfekten Anbindungsisotherme
entfernt (Exponential fit). Die unspezifische Anbindung resultiert aus den anziehenden
Wechselwirkungen der Proteine untereinander und mit der Sensoroberflache [54]. Auch
kann man aus Fig. 46 folgern, dass wahrend dem Spillvorgang mit DDM die
unspezifischen Bindungen wieder gelost werden. Das wird ersichtlich, durch den
Vergleich der Anderungen des effektiven Brechungsindex beim Spilen. Dauert die
Anbindung langer und bildet so mehr unspezifische Bindungen, so ist beim spulen ANeff
groRer als bei kirzeren Anbindungsdauern. Aus der Kinetik wird ersichtlich, dass bei
Anbindungen lédnger als 50 Minuten keine Immobilisierungen des Proteins an der
Sensoroberflache mehr stattfindet, sondern nur noch unspezifische Bindungen zwischen
den Proteinmolekdlen vorliegen.
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Fig. 46: Kinetiken (Modenverfolgung) der TMO0-Mode wéhrend Proteinimmobilisierung auf einem
funktionalisiertem Ta205 Wellenleitersensor, bei gleichen Funktionalisierungsparametern

Nach erfolgreicher Anbindung und spilen mit DDM-L6sung, wird erneut das
Koppelwinkel-Spektrum aufgenommen (Fig. 47), damit auch die Winkelverschiebung
der TEo-Mode detektiert wird. Aus den Winkelverschiebungen beider Moden wéhrend

der Immobilisierung des Proteins wird anschlieend der Anisotropie-Faktor bestimmt
(siehe 0).
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Fig. 47: Koppelwinkel fir beide Grundmoden. Aufnahme vor (blau) und nach Proteinanbindung
(schwarz). Im Ausschnitt ist die Verschiebung zu erkennen.
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Fig. 48: Modenspektren der Referenzmessungen (schwarz) und nach erfolgreicher
Proteinimmobilisierung (blau) auf funktionalisiertem Ta205-Sensoren.
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Tab. 4: Koppelwinkel und effektiver Brechungsindex der zwei Grundmoden vor und nach

Proteinimmoblisierungen auf funktionalisiertem Ta205-Sensor

Anbindung | Mode || Oreterenz /| Neffrererens OProtein/° Nefforoein ANeff
TE [ 13,748+107 |1,936442+1,7*10° [13,791+10° [1,937173+1,7*10° [0,000730

! T™M [|4,152£10° |1,771194+1,7*10° |4,27+10° 1,773253+1,7*10° | 0,002057

] TE [[13,79£10° [1,937156+1,7*10° |13,835+10" |1,937924+1,7*10" |0,000767
T™  [|4,219£10° |1,772363%1,7*10° |4,352+10° |[1,774669+1,7*10° |0,002304

0 TE 13,774112'3 1,93688111,7*10': 13,8064_r1(;'3 1,93743411,7*10‘2 0,000552
TM  [4,196£10° |1,771956+1,7*10° |4,296+10° |[1,773702+1,7*10° |0,001745

Mit den detektierten Neffs fir beide Grundmoden sind wir in der Lage eine isotrope

Auswertung der Proteinschicht durchzufihren.

Dazu nutzen wir ein grafisches

Auswerteprogramm (Multiwave), welches auf dem Transfermatrix-Algorithmus basiert.

Dieses lost die Modengleichung, fur ein Schichtsystem mit beliebig vielen Schichten, fur
jede Mode einzeln und zeigt den Verlauf des Brechungsindex in Abh&ngigkeit der Dicke
der zu berechnenden Schicht. Der Brechungsindex des Umgebungsmediums (DDM-
L6sung) von 1,332 wurde mit Hilfe eines Refraktometers bestimmt. Der Schnittpunkt der
beiden Kurven ergibt die Losung flr eine optisch isotrope Schicht.
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Fig. 49: Auswertung einer Proteinschicht auf einem funktionalisiertem Ta205-Sensor, mit Hilfe des
grafischen Auswerteprogramms ,,Multiwave®. Dargestellt wird der effektive Brechungsindex jeder Mode,
in Abhéngigkeit der Schichtdicke des Proteins.

Sind die Werte fir Brechungsindex und Dicke der Proteinschicht bekannt, kann aus
diesen die adsorbierte Proteinmasse pro Flacheneinheit M nach (GI. 56 bestimmt werden
[55]:

2 _ .2 (Gl. 56)
Nnp Nymab
M—( rot gg)*dprot

wobei dn/dc die Brechungsindexerh6hung des Umgebungsmediums in Abhangigkeit der
darin enthaltenen Proteinkonzentration angibt, nNprt uUNd Numgng Stehen fiir die
Brechungsindizes des Proteins und des Umgebungsmediums und dpo; gibt die Dicke der
Proteinschicht an. Fir die verwendete Cytochrom ¢ Oxidase ist der genaue Wert nicht

bekannt, jedoch kann fur Proteinlésungen ein Wert von 0,182 g/cm3 angenommen

werden [16].
In Tab. 5 sind die ausgewerteten Daten von drei Proteinimmobilisierungen gezeigt:

Tab. 5: Schichtdicke, Brechungsindex, Oberflachenbelegung und Anisotropie-Faktor der Cytochrom c
Oxidase Immobilisierung auf funktionalisiertem Ta205-Wellenleitersensor
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Anbindung derotein /NM | Nprotein Belegung /ng*cm™ | Al-Faktor
| 7,340,1 1,389+10™ 622 1,41£0,02
Il 10,90,1 1,388+10™ 912 1,5+0,02

1 11,6%0,1 1,376x10™ 760 1,58+0,02

Betrachten wir den berechneten Anisotropie-Faktor, von jeder der drei Anbindungen, so
fallt auf, dass alle Al-Faktoren > 1 sind.

Daraus lasst sich schlieRen, dass die Proteine nach ihrer Immobilisierung eine Vorzugs-
Orientierung haben.

Das ist ein Hinweis, dass die Proteine an ihrem His-Tag-Anker adsorbieren und dieser
nach dem Anbinden nur wenig Bewegung zuldsst. Der ermittelte isotrope
Brechungsindex der Cytochrom ¢ Oxidase Schicht liegt bei etwa 1,38. Der Anisotropie-
Faktor korreliert nicht mit der Masse des immobilisierten Proteins auf der
Sensoroberflache. Die bestimmten Werte fur Brechungsindex und Schichtdicke des
Proteins dirfen nicht als Absolutwerte angesehen werden, da sie stark fehlerbehaftet sind.
Der hohe Fehler kommt durch die isotrope Auswertung einer nachweislich anisotropen
Schicht (Al=1,5) zustande [56].

Al-Faktor

Sample | Sample Il Sample IlI

Fig. 50: Anisotropie-Faktor von drei Proteinanbindungen. Alle Werte sind >1, daraus lasst sich
schlief3en, dass das Protein eine bevorzugte Anbindungsorientation besitzt
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Da bekannt ist dass Titanoxid durch eine hohere Hydrophilitdt eine hdohere
Bindungsaffinitdt zu biologischen Systemen aufweist [50], wurden ebenfalls
Proteinanbindungen auf den TiOx-Multimode-Sensoren durchgefiihrt und diese mit den
Anbindungen auf Ta,Os verglichen (Fig. 51). Auch hier wurden beide Sensortypen mit
den gleichen Parametern funktionalisiert und préapariert. Aus der Kinetik wird deutlich,

Dauer der Proteinanbindung
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Fig. 51: Modenverfolgung wéhrend Proteinanbindung auf TiOx-Sensor (blau)
und Ta205 (schwarz), bei gleichen Funktionalisierungsparametern.

dass die Proteinanbindung auf der TiOx Oberflache wesentlich schneller abldauft im
Vergleich zu Ta,Os. Ebenfalls wird auf TiO4 eher das Kriterium einer Langmuir-
Anbindung erfillt, da bei solch kurzen Anbindungsdauern die schwachere unspezifische
Bindung der um ein vielfaches starkeren kovalenten Bindung unterliegt und so ein
weiteres Kriterium des Langmuir-Modells erfullt wird. Unter Beriicksichtigung der
unterschiedlichen Sensitivitaten der Wellenleitersensoren sind die Anderungen der
effektiven Brechungsindizes von TE- und TM-Mode auf beiden Sensoren gleich, was auf
eine etwa gleich hohe prozentuale Belegungsdichte von ~90% schlie3en lasst.

Wie in Kap. 2.6 beschrieben, ist es moglich aus einer aufgenommen Anbindungskinetik
die dazugehorigen Assoziationskonstanten zu bestimmen.
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Fig. 52: Kinetik einer Proteinimmobilisierung (schwarz) auf einem Ta205 Wellenleitersensor und der
dazugehorige Exponentialfit (rot). Die Assoziationskonstante wird der Fit-Gleichung entnommen.

Die in dieser Arbeit aufgenommenen Kinetiken wurden auf ihre Bindungskonstanten hin

ausgewertet. Tab.

6 zeigt die ermittelten Bindungskonstanten fur Ta,Os und TiOy

Oberflachen. Die Anbindungen auf Ta,Os Oberflachen sind reproduzierbarer als die auf
TiOx Oberflachen. Dies kdnnte an der homogeneren Struktur und der hoheren Stabilitat,
gegen die Puffer-Losungen, der Ta,Os Sensoren liegen. Wie man sieht sind die
Messergebnisse mit grofRen Fehlern behaftet, was darauf zuriick zu fihren ist, dass zu
viele Parameter die spatere Anbindung beeinflussen.

Tab. 6: Berechnete Bindungskonstanten der Proteinimmobilisierung auf zwei verschiedenen oxidischen

Oberflachen.
Nr. | Mat.sensor Messmode Ka/s™M™ /*10-3
1 Ta,05 TMy 0,809+0,01
2 Ta,05 TMy 0,894+0,2
3 TiO, TE; 3,95+0,1
4 TiO, TE; 1,76+0,4

Vergleicht man die ermittelten Assoziationskonstanten mit denen anderer Immobilisierungen

(Tab.

7), so sieht man das es sich bei der Anbindungsreaktion zwischen Cytochrom c

Oxidase und dem ANTA/Ni?*-Liganden um eine sehr langsame Anbindungsreaktion handelt,
da die Differenz zwischen den Assoziationskonstanten bis zu 10° betragt.

Tab. 7: Ermittelte Assoziationskonstanten verschiedener Liganden-Rezeptoren-Anbindungen
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Gruppe Methode | Molekiil K./s'™™M™T | T/°C
Myszka et al. [57] SPR D1D2-mAB 1,2%10° 25
Myszka et al. [47] SPR CA II-CBS 4,8*10° 25
Myszka et al. [47] SFF CA II-DNSA 3,8*10° -
Karlsson et al. [14] SPR mzzg:gg::-anti- 2,6*10° 25
Markgren etal. [15] | SPR HIV-1/BEA-268 | 2,8*10° 25
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4.2.4 Doppel-Lipidschicht Formung
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Fig. 53: Lipid-Doppelschicht Formung: Die Lipide ordnen sich um die Proteinschicht herum an und
bilden so die Lipid-Doppelschicht.

Um die Funktionalitat der Proteine nach dem Immobilisieren zu gewahrleisten, muss
innerhalb von 24 mit der Formung einer Lipid-Doppelschicht begonnen werden, da die
Proteine ansonsten mit der Denaturierung beginnen [58]. Die Lipid Lésung wird mit einer
Spritze durch die Spritzen-Offnung der Flusszelle an die Sensoroberflache gebracht. Die
Zelle wird anschlieBend mit Biobeads aufgefullt. Auch diese missen nah an die
Oberflache gebracht werden um ihre volle Funktionalitdt zu gewahrleisten [59]. Die
Lipide liegen als Lipid-DDM Mycellen vor und sind in einem PBS-Puffer, mit einem pH
von 8, geldst. Die Mycellen sinken Anfangs (ca. 6-7h) auf die Sensoroberflache und
verursachen einen Massenzuwachs, welcher in der Modenkinetik durch einen steigenden
effektiven Brechungsindex detektiert wird (Fig. 54). Die Biobeads adsorbieren das DDM
aus der Losung und reiBen damit die Lipid-DDM Mycellen auseinander. Die frei
gewordenen Lipide beginnen nun die offenen DDM Stellen an der Cytochrom ¢ Oxidase
zu besetzen und formen so durch ihre Affinitatsstruktur die Lipid-Doppelschicht.

Der gesamte Formungsprozess dauert zwischen vierundzwanzig und achtundvierzig
Stunden.

Wahrend dieser Zeit treten drei Effekte auf, die in der Kinetik (Fig. 54) detektiert werden.
Erstens sinkt durch das Entfernen der DDM-Detergenz der Brechungsindex des
Umgebungsmediums, was sich durch eine negative Neff-Anderung bemerkbar macht.
Der zweite Effekt ist der Massenzuwachs durch die Lipide waéhrend ihrer Adsorption,
was durch eine positive Anderung von Neff detektiert wird. AuBerdem tritt der Effekt der
Umorientierung auf, dieser wird bestimmt durch das Verschiebungsverhaltnis von Neffy
zu Neffre. Da sich alle drei Effekte im effektiven Brechungsindex aufsummieren und nur
eine der beiden Modenpositionen in der Kinetik detektiert werden kann, ist es nicht
maoglich aus einer Modenkinetik, eine Aussage uber die Anisotropie-Anderung des
Membransystems zu treffen.
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Fig. 54: Kinetik einer Lipidschicht Formung. Es wurde die TM0-Mode
(blau) eines Ta205-Sensors, sowie die TE;-Mode (rot) eines TiOx-

Cancnre Adataltiart

Um weitere Informationen Uber das System zu erhalten, wird die Intensitat der Mode
analysiert. Dazu wird die Intensitdit im Modenmaximum als Funktion der Zeit
aufgetragen. Durch die Anderung der Modenintensitat, kann auf die Dissipation des
Schichtsystems geschlossen werden. Das Prinzip der Dissipation wird bei Messungen mit
QCM-D verwendet [60]. Im Falle von propagierenden Moden, gibt die Intensitat
Aufschluss uber die Oberflachenstreuverluste beim propagieren durch den Wellenleiter.
Besitzt der Adsorbant eine Sphéarische Form, so erhéhen sich die Streuverluste gegeniber
denen einer Filmstruktur.

N

Fig. 55: Prinzip der Dissipation. Links: Spharische Objekte verursachen einen hohen Oberflachen-
Streuverlust, die Modenintensitat sinkt. Rechts: Homogenere Filmstruktur verringert die Streuverluste,
die Modenintensitat steigt.
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Zum Uberpriifen dieses Sachverhaltes wurde die Dissipation einer bekannten Vesikel-
Fusion getestet. Hierflr wurden DOPC- Lipidvesikel mit einem Durchmesser von 100
nm in PBS-Puffer (pH=7,85) geldost (c=20mM), und durch die Flusszelle an die
Sensoroberflache gebracht. Sind die Wechselwirkungen zwischen Sensoroberflache und
Vesikel hoch genug, reif3en die Vesikel auf und bilden einen Lipid-Bilayer [61, 62] (Fig.
56).

a
| Lipid-Vesikel
v
b | G
b o' 2 d
oxidische Oberflache

Fig. 56: Formung einer Lipid-Doppelschicht. Die Lipid-Vesikel sinken auf die Oberflache (a) und
adsorbieren dort (b). Sind die Wechselwirkungen zwischen Oberflache und Lipid-Vesikel ausreichend
grof3, reif3en die Vesikel auf (c) und bilden die Lipid-Doppelschicht (d). [63]

In der Intensitats -Kinetik (Fig. 57) ist zu sehen, wie anfangs der effektive
Brechungsindex steigt, wahrend die Intensitat abféllt. Dies ist darauf zuriick zu flhren,
dass die Spharischen Vesikel beim Adsorbieren auf der Sensoroberflache einen
Massenzuwachs verursachen und gleichzeitig die Oberflachenstreuung erhéhen. Ab der
20. Minute sieht man einen deutlichen Anstieg in der Modenintensitat, verursacht durch
das Aufreiflen und Filmbilden der Lipidvesikel. Dieser Film fiihrt zu einer homogeneren
Adlayer Struktur und damit zu einem sinken der Streuverluste.
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Fig. 57: Kinetik der Dissipation einer Vesikelfusion zu einem Lipid-Bilayer, auf einer hydrophilen
Oberflache. Die rote Kurve zeigt den Neff der Mode und die blaue Kurve die jeweilige
dazugehdrende Modenintensitat.

Betrachtet man nun die Intensitat-Kinetik eines Lipid-Bilayer Formungsprozess einer
Protein gestutzten Festkdrpermembran (Fig. 58), kénnen so weitere Informationen Uber
den Formungsprozess gewonnen werden. Aus der Kinetik kann darauf geschlossen
werden, dass innerhalb der ersten 15h (1) ein sedimentieren der Lipid-Mycellen
stattfindet, hier als Massenzuwachs (Ansteigen des effektiven Brechungsindex) bei
gleichzeitigem Intensitatsverlust der propagierenden Mode zu erkennen. Ab 15h findet
kein Massenzuwachs mehr statt, dennoch steigt die Modenintensitat von 20h (2) bis 30h
(3) stetig an. Dies ist ein klares Indiz fiir eine reine Formationsanderung, bei
gleichbleibender Masse des Membransystems, hin zu einem homogeneren Lipid-Bilayer
und damit zu geringeren Streuverlusten der detektierten Mode.
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Fig. 58: Anderung des Neff (schwarz) und der Intensitét (blau) der zugehdrigen TE1-Mode wahrend
des Lipidschicht Formungsprozesses

Fur eine bessere Ubersicht der zeitlichen Verlaufe der Membranformung, zeigt Fig. 59
die Kinetik eines kompletten Membranaufbaus auf dem TiO4 Multimode Wellenleiter.
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Fig. 59: Komplette Kinetik des gesamten Membranaufbaus auf einem TiOx-Wellenleitersensor. Die
TE1 Mode wurde zur Detektion genutzt
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Fig. 60: Kompletter Aufbau inklusive Dimensionen des Protein gestiitzten Membransystems
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Bildung einer Protein-verankerten Bilayer Lipid Membran
untersucht und charakterisiert. Es wurde gezeigt, dass die Wellenleitermoden-
Spektroskopie durch das Detektieren von mehr als einem Parameter (Vergleich:SPR),
dazu geeignet ist Membranbildungsprozesse zu verfolgen. Durch das Messen mit zwei
Polarisationsrichtungen war es moglich eine bevorzugte Orientierung der Cytochrom c
Oxidase auf der Oberflache nachzuweisen. Diese liefert eine hthere Polarisierbarkeit des
Proteinmolekiils senkrecht zur Anbindungsoberflache. Anhand der Reproduzierbarkeit
der Orientierung kann darauf geschlossen werden, dass die His-Tag Technologie
zuverléssig arbeitet.

Fur den zeitlichen Verlauf der Protein-Kinetik auf einer Tantalpentoxid Sensoroberflache

konnte eine Anbindungskonstante von 0,87 * 10‘3ﬁ ermittelt werden. Durch den

Vergleich mit Anbindungen auf Titanoxid Sensoroberflachen wird deutlich das die Dauer
der Proteinimmobilisierung Abhéngig ist von den Wechselwirkungen zwischen Protein
und Sensoroberflache. Je schneller die Immobilisierung ablauft, desto besser lasst sich die
dazugehodrenden Kinetik mit dem Langmuir-Anbindungsmodell fitten und liefert so
exaktere Ergebnisse fir die zu ermittelnden Bindungskonstanten.

Der Brechungsindex der Cytochrom c¢ Oxidase wurde, mit einem relativ grofRen
Messfehler, mit n = 1,38 £ 0,025 bestimmt. Man muss jedoch berlicksichtigen, dass es
sich nicht um eine reine Proteinschicht handelt, da die Proteinzwischenrdume mit
Pufferlésung mit einem Brechungsindex von 1,332 gefullt sind.

Auch konnte gezeigt werden, dass die Proteine bei der Bildung der Lipid-Doppel-Schicht

keine Anderung ihrer Orientierung erfahren, da die Proteine schon dicht gepackt
vorliegen (=90%) und sich die Lipide in die vorhandenen Leerrdume ,,zwéngen*. Durch
das Messen der Wellenleiter-Dissipation konnte jedoch eine bessere Vorstellung iber den
zeitlichen Ablauf der Lipid-Doppel-Schicht Bildung gewonnen werden. Durch diese
wurde nachgewiesen, dass die Lipid-Myzellen anfangs auf der Protein-Schicht adsorbiert
werden und erst dann aufreiffen, wenn mit Hilfe der Dialyse das Detergenz (DDM) aus
der Pufferlosung entfernt wird. AnschlieBend bilden die Lipidmolekile in den
Zwischenrdumen der CcO-Molekile die Lipid-Doppel-Schicht, indem sie die frei
gewordenen DDM Stellen an der Cytochrom ¢ Oxidase einnehmen. Die Bildung der
Lipid-Schicht dauert etwa 48h, davon sind ungefahr 28h ein reiner Orientierungsprozess,
bei dem keine Massenzuwéchse auf der Sensoroberflache detektiert werden.

Eine quantitative Bestimmung des polarisationsabhangigen Brechungsindex der
Cytochrom ¢ Oxidase war mit den vorhandenen Titanoxid Multimode
Wellenleitersensoren nicht moglich. Die Auswertung der ermittelten Koppelwinkel nach
der Immobilisierung des Proteins lieferte keine Lsung.
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Ein Vorteil ware es, wenn die Moglichkeit bestehen wirde wahrend einer Kinetik alle
Koppelwinkel jeder fuhrbaren Mode zu detektieren. Dies wirde zu einem besseren
Verstandnis der zeitaufgelosten Anisotropie bei Formungsprozessen fuhren. Dafiur ware
es eine Mdoglichkeit die Moden uber die Stirnflachenkopplung anzuregen, Uber das
optische Gitter auszukoppeln und durch eine CCD-Zeile die Modenpositionen zu
bestimmen.

Ein weiterer groBer Schritt fur die Charakterisierung von Membransystemen ware die
Ausstattung des Sensors mit einer Elektrode, beispielsweise eine diinne aufgesputterte
ITO-Schicht, zum durchflihren von zusétzlichen Elektrochemischen Messungen. So ware
es moglich Gber das Anlegen eines elektrischen Feldes die Proteine zum
Elektronentransport anzuregen und durch gleichzeitiges Messen der Anisotropie und der
Wellenleiter-Dissipation, Aussagen zu treffen, tiber das Orientierungsverhalten der
Cytochrom ¢ Oxidase beim Elektronentransport. Das Einbringen einer Elektrode erwies
sich jedoch als zu Zeitaufwendig, als das diese noch in dieser Arbeit héatte realisiert
werden kénnen.
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DDM
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Transversal-Elektrisch
Transversal-Magnetisch
elektrische Feldstarke
magnetische Feldstéarke
Vakuumlichtgeschwindigkeit 2,998*10° m/s
Lichtgeschwindigkeit
Wellenlange

Watt

Cytochrom ¢ Oxidase

Zeit

Ortsvektor

elektrische Feldkonstante 8,854*10" As/Vm
Dielektrizitatskoeffizient
magnetische Feldkonstante 47*10” VS/Am
Permeabilitatskoeffizient
Kreisfrequenz

Wellenzahlvektor
Hyperpolarisierbarkeit

Dipol

Einfallswinkel
Transmissionswinkel
Reflektivitatswinkel
Brechungsindex

effektiver Brechungsindex
Ausbreitungskonstante

Dicke

Gitterkonstante
Beugungsordnung

Koppelwinkel

Lange

Sensitivitat

Anisotropie-Faktor
Phosphatgepufferte Salzlosung
n-Dodecyl-b-D-maltoside
Diphytanoylphosphatidyl choline
Nitrilotriessigséure-Losung
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Gasphasensilanisierung (schwarz) und einer Fllssigphasensilanisierung (blau)..................... 47
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Fig. 45: Cytochrom ¢ Oxidase Proteinanbindung. Der His-Tag-Anker der Proteine weist eine
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Fig. 46: Kinetiken (Modenverfolgung) der TM0-Mode wahrend Proteinimmobilisierung auf
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Fig. 47: Koppelwinkel fur beide Grundmoden. Aufnahme vor (blau) und nach
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Fig. 48: Modenspektren der Referenzmessungen (schwarz) und nach erfolgreicher
Proteinimmobilisierung (blau) auf funktionalisiertem Ta205-Sensoren. .........ccccecvevevvenenne. 52

Fig. 49: Auswertung einer Proteinschicht auf einem funktionalisiertem Ta205-Sensor, mit
Hilfe des grafischen Auswerteprogramms ,Multiwave®. Dargestellt wird der effektive
Brechungsindex jeder Mode, in Abhéngigkeit der Schichtdicke des Proteins. .........ccc.ccc....... 54
Fig. 50: Anisotropie-Faktor von drei Proteinanbindungen. Alle Werte sind >1, daraus lasst
sich schlieRen, dass das Protein eine bevorzugte Anbindungsorientation besitzt.................... 55
Fig. 51: Modenverfolgung wahrend Proteinanbindung auf TiOx-Sensor (blau) und Ta205
(schwarz), bei gleichen Funktionalisierungsparametern. ...........ccooeerienenenenenese e 56
Fig. 52: Kinetik einer Proteinimmobilisierung (schwarz) auf einem Ta205 Wellenleitersensor
und der dazugehorige Exponentialfit (rot). Die Assoziationskonstante wird der Fit-Gleichung
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Fig. 53: Lipid-Doppelschicht Formung: Die Lipide ordnen sich um die Proteinschicht herum
an und bilden so die Lipid-DoppelsChiCht............ccccoveiiiiiicece e, 59
Fig. 54: Kinetik einer Lipidschicht Formung. Es wurde die TM0-Mode (blau) eines Ta205-
Sensors, sowie die TE;-Mode (rot) eines TiOx-Sensors detektiert..........cccoevevvevveieieenenn, 60
Fig. 55: Prinzip der Dissipation. Links: Sphérische Objekte verursachen einen hohen
Oberflachen-Streuverlust, die Modenintensitat sinkt. Rechts: Homogenere Filmstruktur
verringert die Streuverluste, die ModenintenSitat StEIgL............coovriviiriiiiiese e 60
Fig. 56: Formung einer Lipid-Doppelschicht. Die Lipid-Vesikel sinken auf die Oberflache (a)
und adsorbieren dort (b). Sind die Wechselwirkungen zwischen Oberflache und Lipid-Vesikel
ausreichend grof, reiBen die Vesikel auf (c) und bilden die Lipid-Doppelschicht (d). [63].... 61
Fig. 57: Kinetik der Dissipation einer Vesikelfusion zu einem Lipid-Bilayer, auf einer
hydrophilen Oberflache. Die rote Kurve zeigt den Neff der Mode und die blaue Kurve die

jeweilige dazugehdrende MOdENINTENSITAL. ...........coviiiieieieie e 62
Fig. 58: Anderung des Neff (schwarz) und der Intensitit (blau) der zugehérigen TE1-Mode
wahrend des LipidsChiCht FOrmUNGSPrOZESSES ........c.coiveiiiiiriiiiiirieeiee e 63
Fig. 59: Komplette Kinetik des gesamten Membranaufbaus auf einem TiOx-
Wellenleitersensor. Die TE1 Mode wurde zur Detektion genutzt ...........cccoeoeviniiinicieienn, 63
Fig. 60: Kompletter Aufbau inklusive Dimensionen des Protein gestilitzten Membransystems
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Konstruktionszeichnungen der Flusszelle
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Fehlerrechnung

In diesem Abschnitt wird die Fehlerbetrachtung durchgefiihrt, um den Fehler, des bestimmten
effektiven Brechungsindex, des Messaufbaus zu ermitteln.
Der effektive Brechungsindex wurde mit (GI. 45)berechnet:

A Gl. 45
Nesr = sin(8) + m?e ( )

Der Koppelwinkel 0, die Gitterkonstante g, und die Laserwellenldnge A, wurden als die
fehlerbehafteten GroRen angenommen. Da der Fehler der Laserwellenlange im Vergleich zu
den anderen FehlergrofRen gering ist, wurde dieser vernachléssigt. Die Beugungsordnung m
ist, fir den fall der Tantalpentoxid-Wellenleitersensoren, 2 Der absolute Fehler ergibt sich
aus (Gl. 57):

ONf5\* ONor\
ANeffz\/< 20 * AG2 + W *Agz

Setzen wir (Gl. 45) in (GI. 57) ein, erhalten wir:

(G. 57)

2% A, * Ag\> (GI.58)
ANgsr = [(cos(8) * A)* + <— +>
g

In (GI. 58) werden folgende Werte eingesetzt um den absoluten Fehler zu erhalten:

A6=10,001° (Aus Datenblatt des Huber-Goniometers)
Ag=x1nm

Orm/ 07e=4,152°/13,748° (

Tab. 4)

Ae=633nm

g=745nm

- ANeffTM = 0,0023
- ANeffTE = 0,0023

Der relative Fehler ergibt sich aus (GI. 59):

AN, (GI. 59)
Nerr
Fir Neff der TM- und der TE-Mode setzen wir ein und erhalten als relativen Fehler:
Neffrpm=1,773253°; Neffrg= 1,937173° (

Tab. 4)
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— ANef fry

= 0,001 =0,1%
Neffru
ANef frg
——— =0,001=0,1%
Nef frg

Hierbei handelt es sich um den Fehler des Messaufbaus. Da bei der Auswertung die
Gitterkonstante jedoch als systematischer Fehler kontinuierlich weiterverfolgt wird, kann
diese in der Fehlerbetrachtung vernachlassigt werden und als einziger Fehler die
Goniometersteuerung angenommen werden. Dadurch vereinfacht sich (Gl. 58) zu:

AN = +/(cos(6) * A)? (GI. 60)

Setzen wir die oben genannten Werte ein, so erhalten wir fiir den absoluten und den relativen
Fehler:

ANgsr = 1,7 %107°

ANeff

=98x10"°=9,8x10"*%
Negy

Eine Unterscheidung von TM- und TE-Mode wurde hier nicht mehr durchgefihrt, da die
Abweichungen nicht signifikant sind.

Setzt man die ermittelten Fehler in das Auswerteprogramm Multiwave ein, so erhélt man als
Fehler fir den Brechungsindex n und Schichtdicke d der zu berechnenden Schicht:

An = +10~*

Ad = +0,1nm
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Mengen/Inhaltsangaben der verwendeten Ldsungen

Vorbereiten der ANTA-LGsung:

e 1ml H,0 (10ml)

e 44mg ANTA (667mQ)

e 66,7mg K,CO3 (1000mg)

Die Mischung wird mit HCL auf pH=9,8 titriert-

Vorbereiten der Nickel-L6sung:
e 500ml H,O
e 1,5ml Essigsaure
e 4,759 NiCL2

Die Losung wird mit KOH auf pH=5, titriert.

Vorbereiten des PBS-Puffers:

e 8,79 KoHPO,

e 7,46g KCL

e mit 1000ml H,0O auffiillen

Losung wird mit HCL auf pH=8 titriert. L6sung im Kuhlschrank aufbewahren!

Vorbereiten der DDM-L6sung [0,1 gewichtsprozentig]:

e 250mg DDM

e 250ml PBS-Puffer

Rihren bis alles DDM geldst ist und gekuhlt lagern!
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Vorbereiten der Lipid-Stammlésung:

Gefall muss vorher 3x mit Ethanol ausgespilt werden.
e 2mg DiphyPC
e 1ml PBS-Puffer

Uber Nacht in Ultraschallbad l6sen und einfrieren!

Vorbereiten der Lipidlésung:
e 0,5ml Lipid-Stammldsung
e 100ml DDM-L6sung [0,1 gewichtsprozentig]

In Ultraschallbad I6sen.

Reinigung der Biobeads:

Ein Greiner-Réhrchen wird mit Ethanol ausgespilt und mit Biobeads gefullt. Mit Ethanol
auffillen und Sedimentation abwarten. AnschlieRend 15 Minuten in Ultraschallbad und das
Ethanol abschutten. Diesen Vorgang 3x wiederholen. AnschlieRend dieselbe Prozedur 2x mit
Wasser und 1x mal mit PBS.

AbschlieRend die Biobeads in PBS-Puffer im Kihlschrank lagern.
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