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it took years to climb that hill

and now we look up to the mountains

but as high as you might climb there’s still
something we should not forget

it takes seconds to fall - seconds to fall

Fury in the Slaughterhouse

meinen Eltern
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1 Einleitung

1.1 Biologische Membranen

Biologische Membranen umgeben alle lebenden Zellen und grenzen diese somit
von der Umwelt oder benachbarten Zellen ab. Desweiteren sind die Organellen ei-
ner eukaryotischen Zelle wie z. B. Lysosomen oder Mitochondrien von einer oder
zwei Membranen umgeben, so daf in sich geschlossene Reaktionsrdume entstehen.
In diesen konnen die vielfaltigen biochemischen Reaktionen unter unterschiedli-
chen Bedingungen, wie pH-Wert oder lonenkonzentration, ablaufen. Hauptbe-
standteile biologischer Membranen sind Lipide, Proteine und in tierischen Zellen
das Steroid Cholesterol. Lipide bestehen aus hydrophoben Kohlenwasserstoffket-
ten und einem hydrophilen Kopfbereich. Aufgrund dieser amphiphilen Struktur
lagern sie sich in einem wélfrigen Medium spontan zu Lipiddoppelschichten zu-
sammen, um die Berithrungsflichen der hydrophoben Bereiche zum Wasser zu
minimieren. Dies wurde zum ersten Mal von Gorter und Grendel festgestellt!!! die
die Lipide von Erythrozyten isolierten und aus deren Fléache auf einer Filmwaage

schlossen, daf die Zellen von einer Lipiddoppelschicht umgeben sein miissen.

Eingebettet in diese Lipidmatrix sind integrale Membranproteine, die sich in
der Membran lateral bewegen konnen. Periphere Proteine sind an die Membran
angelagert. Singer und Nicholson!? stellten 1972 das sogenannte fluid mosaic Mo-
dell fiir die Membranstruktur vor. Darin bilden die Lipide ein zweidimensionales
Losungsmittel fiir die Membranproteine. Diese bestimmen mafsgeblich die Funk-
tion. In letzter Zeit gibt es aber im Rahmen der raft-Hypothese Hinweise dar-
auf, daf auch die Lipidzusammensetzung Struktur und Funktion der Membran

beeinflufst!34l,
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Die primére Funktion einer biologischen Membran liegt in der Einschrankung der
Permeabilitét fiir wasserlosliche Substanzen. Der gezielte Transport fiir den Stoff-
wechsel oder den Aufbau von Membranpotentialen wichtiger Substanzen wird
durch spezielle Carrier-Molekiile oder Ionenkanéle und -pumpen, wie das in die-
ser Arbeit verwendete Bacteriorhodopsin, gewéhrleistet. Weitere Funktionen von
Membranen sind ihre Rezeptoreigenschaften. Diese werden von Glycolipiden oder

-proteinen ausgemacht, die z. B. Hormone oder Antikérper binden kénnen.

1.2 Festkorperunterstiitzte Lipiddoppelschichten

als Modelle fiir Biomembranen

Seit dem der molekulare Aufbau der Zellmembran bekannt ist, wird versucht,
dieses komplexe System in Form von kiinstlich hergestellten Lipiddoppelschich-
ten zu imitieren. Die Motivation liegt zum einen darin, die Vielfalt an Lipiden,
Proteinen, und sonstigen Membranbestandteilen der natiirlichen Membran zu re-
duzieren, um in einem einfacheren Modellsystem Informationen {iber einzelne Be-
standteile des Gesamtsystems zu erlangen. Zum anderen stellen viele Membran-
proteine, vor allem Ionenkanéle und Transportproteine potenzielle Targets in der
pharmazeutischen Forschung dar. Ein wiinschenswertes Ziel in der Zukunft ist es
daher, auf der Basis von Modellmembransystemen Highthroughput-Verfahren zu
entwickeln, um entsprechende Wirkstoffe zu testen. Viele Membranproteine sind
elektrogen. d.h.sie bewirken einen gerichteten Ladungsfluft iiber die Membran,
der als Strom mefbar ist. Dies ist nur in Modellsystemen moglich, die zum einen
in einen externen Stromkreislauf integriert werden kénnen und zum anderen ei-
ne Vorzugsorientierung der Proteine erlauben. Vesikuldre Systeme z. B. scheiden
daher fiir die Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften von Membran-
proteinen aus. BLMs (Black Lipid Membranes) erfiillen die bis dahin genannten
Anforderungen. Dementsprechend grofs ist die Vielzahl an Studien, die mit diesem
System seit seiner Einfiihrung durch Miiller und Rudin!® 1963 zur Charakterisie-

rung von Membranproteinen durchgefiihrt wurden. Ein grofser Nachteil der BLMs
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ist jedoch ihre mangelnde Langzeitstabilitat und die Anfélligkeit gegen mechani-
schen Storungen. Daher wurden verschiedene Modellsysteme entwickelt, die auf
der Immobilisierung von Lipiddoppelschichten auf Festkorpersubstraten basieren.
Dies sollte ihnen die nétige Stabilitdt verleihen. Daneben erlauben diese solid
supported membranes (SSMs) die Anwendung oberflachenanalytischer Techniken
wie der Rasterkraftmikroskopiel®l, der Oberfliichenplasmonenresonanz!™ oder der

Quarzmikrowaage!® 9.

1.2.1 Lipidmembranen auf planaren Oberflachen

Die Langmuir-Blodgett-Technik (LB-Technik) ist die dlteste Methode, um eine Li-
piddoppelschicht auf einem Festkorper zu immobilisieren!'?!. Dazu wird zunéchst
eine amphiphile Substanz auf einer Wasseroberfliche gespreitet. Anschliefsend
wird ein Substrat mit einer hydrophilen Oberfliche bei konstantem Oberflachen-
druck vertikal aus dem Wasser bewegt, wobei die amphiphilen Molekiile mit dem
hydrophilen Ende am Festkorper haften bleiben. Auf dieser dann hydrophoben
Oberflache kann durch erneutes Eintauchen eine zweite Monoschicht abgeschie-
den werden, so daf eine Lipiddoppelschicht entsteht. Die Abscheidung der zwei-
ten Monoschicht ist jedoch nur fiir spezielle Lipide moglich. Geeigneter ist dann
die Langmuir-Schéfer-Technik!™!. Dabei wird das hydrophobe Substrat horizon-
tal auf die Wasseroberfliche mit den amphiphilen Molekiilen aufgelegt und nach
etwa 10s durch die Oberflache ins Wasser gestofsen, wobei sich eine Lipiddoppel-
schicht bildet.

Eine andere Moglichkeit eine erste hydrophobe Monoschicht auf einem Festkor-
per aufzubauen, besteht in der Chemisorption von Alkanthiolen oder Thiolipiden
auf Edelmetalloberflachen oder von entsprechenden Silanen auf hydroxylierten
oder oxidischen Oberflichen!'? in einem self-assembly-Prozek. Die zweite Mono-
schicht kann nun wieder mit Hilfe der Langmuir-Schéfer-Technik aufgebracht wer-
den. Alternativ kann die Lipiddoppelschicht auch durch Vesikelspreiten erzeugt
werden. Die thermodynamisch giinstige Verringerung der Kontaktflache zwischen

wafiger Phase und der hydrophoben Schicht begiinstigt in diesem Fall das Sprei-
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ten der Vesikell’®l. Eine dritte Moglichkeit, die ebenso auf der Minimierung der
Wasser-Monoschicht-Grenzfliche beruht, ist die Herstellung sogenannter painted
membranes™. Dazu wird eine Losung aus Lipiden in n-Dekan auf die trockene
Oberflache getropft. Durch Zugabe einer wafrigen Losung bildet sich spontan
die Lipiddoppelschicht. Natiirlich sind auch Kombinationen von LB-Technik und
den zuletzt genannten Techniken mdoglich. So kann eine selbstorganisierte Mono-
schicht als Substrat in der LB-Technik dienen und auf einer hydrophoben LB-

Monoschicht kénnen Vesikel gespreitet werden.

Statt Hybriddoppelschichten zu erzeugen, bei denen eine Membran in zwei Ar-
beitsschritten aus zwei Monoschichten aufgebaut wird, kénnen Doppelschichten
auch durch Spreiten von Vesikeln auf hydrophilen Oberflachen wie Glas, Glimmer
oder Quarz pripariert werden"> 8. Dies wurde zum ersten Mal von Brian und
McConnell beschrieben!' 2. Die Anbindung der Vesikel an die Oberfliche erfolgt

dabei iiber ionische und/oder Van der Waals-Wechselwirkungen.

Bei allen genannten Techniken ist die Mobilitat der Lipide in der unteren Mono-
schicht aufgrund der Ndhe zum unterstiitzenden Festkorper eingeschrénkt. Dies
gilt in besonderem Mafe fiir die Hybridmembranen, bei denen die Ankopplung
iiber Chemisorption erfolgt. Die laterale Beweglichkeit der Lipide ist jedoch be-
zliglich der biomimetischen Eigenschaften ein wichtiges Kriterium fiir ein Membran-
Modellsystem. Ferner verhindert die Nahe zum Festkorper den Einbau oder zu-
mindest die natiirliche Faltung grofser Membranproteine. Daher wurde mit ver-
schiedenen Strategien versucht, den Abstand der Lipidmembran von der Festkor-

peroberflédche zu vergréfern.

1.2.2 Lipidmembranen auf Polymerkissen / tethered mem-
branes
Die Ansitze, durch Vergrofserung des Abstands von Lipidmembran und Festkor-

per ein zweites walriges Reservoir zu schaffen, lassen sich grob in zwei Stra-

tegien einteilen. Die erste besteht darin, zunéchst ein Polymerkissen auf die
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Oberflache aufzubringen. Das Polymer mufs einen hohen Wassergehalt aufwei-
sen, um zum einen die Immobilisierung der Lipiddoppelschichten zu erlauben,
zum anderen um eine nicht-denaturierende Umgebung fiir Proteine sicherzu-
stellen. Neben Dextran- und Hyaluronséure-Schichten®"2?l wurden dazu vor al-
lem Polyelektrolyt-Multischichten eingesetzt. Wong et al.[?3l nutzten Vesikelfusi-
on und die LB-Technik, um Lipidmembranen auf einer Polyethylenimin (PEI)-
beschichteten Quarzoberfliche zu immobilisieren. Cassier et al.l?!l verfolgten den
gleichen Ansatz um Membranen auf Polystyrolsulfonsidure / Polyallylaminhydro-
chlorid-Multischichten zu erzeugen. Sie konnten durch Fluoreszenzbleichungs-
Experimente zeigen, dafs laterale Diffusion der Lipide in diesem System moglich

ist.

Die zweite Strategie der Abstandsvergroferung basiert auf der Verwendung von
sogenannten , Ankermolekiilen . Diese besitzen einen hydrophilen Teil, der z. B.
iiber Thiolchemie an die Oberflache gebunden wird, und einen hydrophoben Teil,
der in die Lipidmembran insertiert und sie so an die Oberflache bindet. Die Grofe
des Reservoirs zwischen Membran und Festkorper kann tiber die Lange des hydro-
philen Spacer-Segments variiert werden. In der Literatur werden solche Membra-
nen tethered membranes genannt. Cheng et al.[?! stellten bei diesem System eine
Abhéngigkeit der adsorbierten Lipidmenge von der Anzahl der Ankermolekiile
fest und sahen dies als Hinweis, dafs das hydrophobe Ankersegment tatséchlich
in die untere Lipidmonoschicht insertiert. Impedanzspektroskopische Messungen
zeigten allerdings geringe Reproduzierbarkeit. Raguse et al.[?l konnten die Akti-
vitat des Ionencarriers Valinomycin in tethered membranes zeigen. Ein Nachteil
der Herstellung dieser Art von Lipiddoppelschichten ist sicherlich die Tatsache,

dak die Ankermolekiile schwer zu synthetisieren und nicht kduflich erhéltlich sind.

1.2.3 Poreniiberspannende Lipidmembranen

Ein weiterer Ansatz, die Nachteile direkt an eine planare Festkorperoberflache ge-
koppelter Lipidmembranen unter gleichzeitiger Verbesserung der Langzeitstabili-

tat zu tiberwinden, beruht auf der Praparation von poreniiberspannenden Lipid-
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membranen, wobei zwischen Substraten mit einer einzelnen Pore und Multiporen-
Substraten unterschieden werden kann. Die einzelnen mikrofabrizierten Poren
weisen iiblicherweise Durchmesser von mehreren Mikrometern auf. Als Materiali-
en wurden Gold/Photoresist, Siliziumdioxid, Siliziumnitrid und Glas eingesetzt.
Cheng et al.’"l konnten nach Aufstreichen von Lipiden iiber ein 100 ym-Loch
die Ausbildung einer Lipiddoppelschicht durch die Insertion von Gramicidin und
Alamethicin nachweisen. Osborn und Yager[®®! priparierten eine Membran iiber
einer quadratischen 100 gym-Pore in Siliziumnitrid mit der LB-Technik und wie-
sen dies mittels Fluoreszenzmikroskopie nach. Fertig et al.[?l iiberspannten eine
1 pm grofse Pore und nutzten konfokale Fluoreszenzmikroskopie als analytische
Methode. Ionenkanalereignisse wurden auch von Mayer et al.[’% beobachtet. Sie
stellten poreniiberspannende Membranen mit amorphem Teflon als Substrat her.
Es wurden Porengréfien von 2-800 um prapariert, wobei eine Abhéngigkeit des

elektrischen Rauschens vom Porendurchmesser festgestellt wurde.

Multiporose Materialien haben den Vorteil, dafs viele Tausend oder Millionen
Poren gleichzeitig hergestellt werden. Die Herstellung beruht meist auf einem
self-assembly-Prozeft oder es werden natiirliche pordse Materialien verwendet.
Sowohl Tkematsu et al.®! als auch Favero et al.l*?33 verwendeten Polycarbonat-
Membran-Filter als Substrate. Sie werden in unterschiedlichen Porengréfien kom-
merziell vertrieben. Beide gaben Lipidlosungen direkt auf die Filtermembran und
induzierten die Ausbildung einer Lipiddoppelschicht durch Zugabe von wéfrigen
Losungen. Tkematsu et al. schlossen aus impedanzspektroskopischen Messungen,
daft sich Mikromembranen innerhalb der Poren bildeten. Favero et al. beobach-
teten die Aktivitdt von Gramicidin D und Valinomycin in dem System. Pordse
Aluminate wurden von Steinem et al.’* 30l als Substrat verwendet. Membranen,
die iiber Vesikelfusion hergestellt wurden, konnten mit Rasterkraftmikroskopie
nachgewiesen werden, waren jedoch wegen des zu geringen Membranwiderstandes
nicht geeignet, um Ionenkanalereignisse zu detektieren. Dies war jedoch md&glich
bei der Préparation von Losungsmittel-haltigen Membranen, sogenannten nano-

BLMs. So konnten die antibiotischen Peptidkandle Gramicidin und Alamethicin
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unter Erhalt der Aktivitit insertiert werden®!l. Ferner wurden auch pordse Sub-
strate auf Silizium-Basis verwendet. Aufgrund der Grofe der Poren wurden die
Losungsmittel-haltigen Membranen dort mikro-BLMs genannt. Auch dort konn-
te durch Insertion von Vpu (1-32), der Transmembrandoméne eines HIV-Peptids,

Tonenkanalaktivitét festgestellt werden!®.

1.2.4 Modellmembranen zum Studium lichtaktivierter Pro-

teine und Reaktionen

In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele fiir die Untersuchung von licht-
aktivierten Systemen in Lipidmodellmembranen. Zu den verwendeten Modellsy-
stemen zdhlen BLMs, festkorperunterstiitzte Lipiddoppelschichten und vesiku-
lare Systeme. Vor allem zur Charakterisierung von Bacteriorhodopsin wurden
immer wieder artifiziell hergestellte Lipiddoppelschichten, insbesondere BLMs,
eingesetzt, um Informationen iiber die Funktionsweise der Protonenpumpe zu

[38-411 - Analoge Experimente wurden z.T.auch mit Halorhodopsin, ei-

erlangen
ner lichtgetriebenen Chloridpumpe durchgefiihrt!*?. Auf der anderen Seite wurde
Bacteriorhodopsin des ofteren eingesetzt, um durch die Aktivitdt des Proteins
die Eignung eines neuen Modellsystems zum Studium von Membranproteinen zu
zeigen. So adsorbierten Seifert et al.l*3l zu diesem Zweck Purpurmembranfrag-
mente an painted membranes, Puu et al.l*¥ immobilisierten bR-haltige Vesikel

durch Spreiten auf Platinelektroden und Moran et al.*?l adsorbierten bR-haltige

Vesikel an Phospholipid-imprignierte Polycarbonatmembranen.

Auch zur Charakterisierung von ATPasen wurden Modellmembranen eingesetzt.
Die Aktivierung der Membranproteine erfolgte durch einen ATP-Konzentrations-
sprung, der durch Photolyse von caged ATP ausgelost wurde.!*39. Eine weitere
Anwendung, bei der ein Protein indirekt durch Licht aktiviert wird, wurde von
Folgering et al.l”l beschrieben. Sie inkorporierten den mechanosensitiven Ionen-
kanal MscL (Mechanosensitive channel of large conductance) in giant vesicles,
die trans-cis-isomerisierbare lipiddhnliche Molekiile enthielten. Zwischen den bei-

den Konformationen konnte durch Lichteinstrahlung bei A = 365 nm bzw. bei
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A > 400 nm umgeschaltet werden, was zu einem reversiblen Anstieg oder Abfall
der Kanalaktivitit fithrte. Bennett et al.[*! verwendeten ebenfalls Vesikel, um
ein lichtgetriebenes Ca?*-Transport-System zu entwickeln. Es besteht aus einem
artifiziellen photosynthetischen Reaktionszentrum innerhalb der Membran und
einem redoxsensitiven, lipophilen Ca?*-Shuttle-Molekiil. Die reduzierte Form des
Shuttle-Molekiils bindet Ca?" an der einen Seite und transportiert es zur ge-
geniiberliegenden Seite der Membran. Durch photoinduzierten Elektronentrans-
fer wird es dort durch das Reaktionszentrum oxidiert und gibt das Ca?*-Ion frei.
Nach der Riickdiffusion wird es erneut durch photoinduzierten Elektronentransfer
reduziert und kann wieder Ca?* binden. Auf diese Weise konnten die Autoren den
Aufbau eines signifikanten elektrochemischen Potentials beobachten. Die beiden
zuletzt angefithrten Anwendungen sollten auch bei Verwendung planarer Lipid-

doppelschichten realisierbar sein.

Als letztes Beispiel fiir Modellmembranen zum Studium lichtaktivierter Prozesse
sei ein Experiment von Benkoski et al.*! genannt. Sie integrierten ein hydropho-
bes Polymer, das photosensitive Seitenketten tréagt, in eine festkdrperunterstiitzte
Lipiddoppelschicht. Die Seitenketten kénnen bei Bestrahlung mit UV-Licht ein
Proton aufnehmen oder abgeben und verwandeln die hydrophoben Polymere so
in Polyelektrolyte. Diese desorbierten aufgrund der stark erhohten Hydrophilie
spontan von der Oberflache, was iiber Quarzmikrowaagemessungen verfolgt wer-
den konnte. Die Autoren schlugen die Kopplung von Biomolekiilen an diese Art
Polymere vor, um Biosensoren mit reversiblen Adsorptionseigenschaften zu ent-

wickeln.

1.3 Bacteriorhodopsin

Bacteriorhodopsin (bR) ist eines der am besten charakterisierten Membranprotei-
ne. Dies ist zum einen seiner einzigartigen Stabilitat gegentiiber duferen Einfliifsen
wie hohen Salzkonzentrationen, hohen Temperaturen, photochemischer Degene-

ration und extremen pH-Werten zu verdanken!® . zum anderen der Tatsache,
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dak es als einfaches Modell fiir eine Klasse von Membranrezeptoren, den G-
Protein-gekoppelten 7-Helix-Rezeptoren, von denen die meisten potentielle An-
griffspunkte fiir neue Medikamente sind, dient. Es wurde 1971 von Oesterhelt und
Stoeckenius®! in der Purpurmembran von Halobacterium salinarium entdeckt.
Diese Membran besteht zu 25 % aus Lipiden und zu 75 % aus Bacteriorhodopsin,
das dort eine hoch geordnete Struktur aus Trimeren ausbildet. Bei Sauerstoft-
mangel wirkt es als lichtgetriebene Protonenpumpe und baut einen Protonen-
gradienten iiber die Membran auf. Dieser wird zur ATP-Produktion durch die

ATP-Synthase genutzt. Bereits 1975 rekonstruierten Henderson & Unwinl®l das

H -
d N intermedhate e Late M intermediate

13-cis retinal protonated 13-cis retinal neutral

Abb. 1.1: A Seitenansicht eines Bacteriorhodopsin-Molekiils: wichtige Aminoséurereste sind
in ball and stick-Darstellung gezeigt.Der mogliche Weg der Protonen durch das Prote-
in ist durch Pfeile angedeutet. B Der molekulare Mechanismus des Protonenpumpens im

Bacteriorhodopsin[®2l.

dreidimensionale Bild der Purpurmembran, in dem Bacteriorhodopsin bereits als
Struktur mit 7 Helices zu erkennen war. Das 26,7 kDa grofte Protein besteht aus
insgesamt 248 Aminosduren. Die hydrophoben, dichtgepackten Helices, verbun-
den durch kurze Extramembranschleifen, durchspannen die Membran in einem
Winkel fast senkrecht zur Membranachse. Ein Retinalmolekiil, als Schiffsche Ba-

se an Lysin216 gebunden, liegt etwa 20° geneigt zur Membranebene im inneren
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Bereich der sieben Helices®. Die Belichtung von BR initiiert einen Reaktions-
zyklus, der mit der Isomerisierung dieses protonierten 13-trans Retinals (Bsgg)
zum protonierten 13-cis Retinal (Kggg) beginnt. Diese Isomerisierung fiihrt zu
einer pKs-Verschiebung der Schiffschen Base von 10 auf 6, so dafs das Proton
auf Aspartat85 iibertragen wird (Myq(). Im M-Zustand liegt das Retinal-Molekiil
durch die Deprotonierung gestreckt vor. Dies initiiert eine Konformationsénde-
rung im Protein, die als zentrales Ereignis in allen Ionenpumpen postuliert wird:
der Transfer der Zugénglichkeit des aktiven Zentrums von einer Seite zur an-
deren. Durch die Streckung driickt das Retinal gegen Helix F und zwingt diese
dazu, sich ein wenig nach aufsen zu biegen. Dadurch wird auf der cytosolischen
Seite der Membran ein Kanal getffnet, durch den ein Proton aus dem Cytosol
Asparaginsdure reprotonieren kann. Diese wiederum hatte vorher ihr Proton im
M-N-Ubergang auf Retinal iibertragen. Um den Zyklus zu vollenden und netto ein
Proton aus dem Cytosol iiber die Membran zu transportieren, entlafit Aspartat8d
sein Proton iiber ein Netzwerk aus Wasserstoftbriickenbindungen und Wassermo-

lekiilen ins umgebende Medium!*?-%2.

Es wurden immer wieder auch technische Anwendungsmoglichkeiten von Bac-
teriorhodopsin diskutiert. Offensichtlich ist, das Protein zur Umwandlung von
Licht in elektrochemische Energie zu nutzen. Eine bR-Solarzelle wurde von Ca-
plan und Fischer”! vorgestellt. Sie zeigte jedoch nur eine Umwandlungseffizienz
von 0,5 %. Eine weitere Anwendung nutzt die photochromatischen Eigenschaften
von Bacteriorhodopsin. Die verschiedenen Intermediate des Photozyklus haben
alle unterschiedliche Absorptionsmaxima und Lebensdauern. Technisch interes-
sant sind vor allem das M- und Q-Intermediat, da sie sowohl die grofite Verschie-
bung des Absorptionsmaximums zeigen als auch die langlebigsten Zustédnde sind.
Durch gezielte Anregung mit geeigneten Wellenléingen kann man zwischen diesen
Intermediaten und dem Grundzustand von bR umschalten. Auf dieser Grundlage

wurde versucht, optische und holographische Speicher zu entwickeln!®%61,
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1.4 Chlamydomonas reinhardtiz

Chlamydomonas reinhardtii ist eine einzellige Griinalge aus der Familie der Chlo-
rophyceae. Abb. 1.2 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme sowie eine schema-
tische Darstellung der 8-10 um grofen Zelle. Den grofsten Platz nimmt der griin
dargestellte Chloroplast ein. Auferdem sind der Zellkern, ein Mitochondrium und

die Vakuole eingezeichnet. Besonders auffillig ist der rotliche Augenfleck, der sich

A B

Flagelle

_Vacuole

Mitochondrium

\T/ Kern

Chloroplast

Abb. 1.2: A Eine Chlamydomonas reinhardtii-Zelle unter dem Lichtmikroskop. B Schemati-
sche Darstellung der Zelle: Im Augenfleck (rétlich dargestellt) ist der Photorezeptor lokalisiert

(nach Hegemann!®7l).

im linken Arm des Chloroplasts direkt an der Zellmembran befindet. Durch die
Schlagbewegung zweier Flagellen konnen sich die Zellen mit einer Geschwindigkeit
von ca. 120 um/s ,brustschwimmend®, d. h. mit den Flagellen voran, fortbewegen.
Da letztere nicht genau in einer Ebene schlagen, resultiert eine der Vorwartsbe-
wegung iiberlagerte Rotation um die eigene Langsachse mit einer Frequenz von
ca.2Hz. Das Schwimmverhalten der Algen wird durch die Lichtverhéltnisse be-

einfluit, wobei man zwei verschiedene Reaktionsmuster unterscheiden kann:



22 Einleitung

e Photophobische Reaktion: Bei plotzlicher starker Anderung der Lichtinten-
sitat stoppen die Zellen ihre Schwimmbewegung, schwimmen kurz riickwéarts
und schliefslich in eine andere Richtung vorwarts weiter. Dieses Verhalten
verhindert, dals die Alge haufig von Orten intensiver Sonneneinstrahlung
zu schattigen Stellen schwimmt, so dafs unnotiges Umadaptieren des pho-

tosynthetischen Apparates entfallt.

e Positive/negative Phototaxis: Bei Dauerbeleuchtung versucht die Zelle mog-
lichst giinstige Lichtbedingungen aufzusuchen, indem sie solange die Rich-
tung wechselt, bis sie bei hoher Lichtintensitdt von der Lichtquelle weg-
schwimmt oder sich bei geringer Intensitdt darauf zu bewegt. Dies wird

dadurch erreicht, daf nur eine Flagelle ihr Schlagmuster kurzzeitig &ndert.

Das Photorezeptorsystem, das fiir die Umwandlung der Lichtsignale in Flagel-
lenbewegungen verantwortlich ist, ist im Augenfleck lokalisiert. Abb.1.3 zeigt
eine schematische Darstellung der Augenfleckregion. Die rétliche Farbe des ,,Au-
ges”ist auf carotinoidhaltige Vesikel zuriickzufiihren. Sie sind in Schichten von
125nm Dicke und Abstand angeordnet, was jeweils A/4 des Absorptionsmaxi-
mums des Photorezeptors entspricht. Dank dieses Aufbaus wirkt der Augenfleck
als Interferenzreflektor. Licht, das von der dem optischen System zugewandten
Seite einstrahlt, wird an den Vesikel-Schichten reflektiert und durch positive Inter-
ferenz verstéirkt, wahrend Licht, das durch den Zellkérper einfallt, abgeschirmt
wird. Aufgrund der Rotation der Zelle wird der Photorezeptor, der sich in der
Plasmamembran an der Aufenseite des Augenflecks befindet, mit einer Frequenz

von 2 Hz aktiviert.

Foster et al.l’® konnten durch Experimente mit Retinal-defizienten Zellen erst-
mals zeigen, dafs es sich bei dem Photorezeptor um ein Rhodopsin handelt. Durch
Expression zweier Rhodopsine aus dem Augenfleck in Oozyten zeigten Nagel et
al.[?% 6% daf es sich dabei um direkt lichtaktivierte Ionenkanéle handelt. Sie wur-
den daher Channelrhodopsin I und II genannt. Erstgenannter Ionenkanal weist
eine Selektivitit fiir Protonen auf, letzterer hauptsichlich fiir Ca?-Ionen, aber

auch fiir Protonen und Na*-Tonen. Wie in Abb. 1.3 angedeutet ist, werden durch
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Carotenoid-Vesikel

Plasma-Membran Retinal-

Schalter
ChR1
H+
+
H @
TrpC ?
C82+ - ”_’
?
H/ ca®’

ChR2

Grines Licht \

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Augenfleckregion. Eine Schichtanordnung aus caroti-
noidhaltigen Vesikeln wirkt als Interferenzreflektor und erméglicht die Detektion der Richtung
des einfallenden Lichts. Die Photorezeptoren Channelrhodopsin I und I sind an der Aufsenseite

des Augenflecks lokalisiert und stellen lichtaktivierte Kationenkanile dar (nach Hegemann[57).

den priméren Kationeneinstrom vermutlich weitere spannungsgesteuerte Katio-
nenkanéle geoffnet, die das elektrische Signal entlang der Plasmamembran weiter
bis in die Flagellen leiten und dort letztlich ein verédndertes Schlagmuster der

Flagellen verursachen.






2 Zielsetzung

Poreniiberspannende Lipiddoppelschichten auf der Basis pordser Aluminate bil-
den ein neuartiges Modellsystem fiir biologische Membranen, das die Vorteile
von Membranen auf planaren Festkorpern und freitragenden Membranen in sich
vereinen soll. Dabei stellen die Poren des Substrats ein zweites wéfriges Kompar-
timent dar, das den Einbau grofser Membranproteine und die Messung stationérer
Strome im Fall von elektrogenen Proteinen erlauben soll, wahrend die Porenstege

die Langzeitstabilitat gewéhrleisten sollen.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Eignung dieses Membransystems zum Stu-
dium lichtaktivierter Proteine und Reaktionen anhand von Bacteriorhodopsin als
Modellprotein untersucht werden. Letzteres ist gut charakterisiert und duferst
robust. Dariiber hinaus ist der Nachweis der Aktivitat des Proteins einfach durch
Messung des lichtgetriebenen Protonenstroms mdglich. Unter die genannte Ka-
tegorie fallen nicht nur direkt lichtaktivierte Proteine, sondern auch solche, die
indirekt durch Licht aktiviert werden kénnen. Als Beispiel seien durch caged-ATP

aktivierte ATPasen genannt.

Aus dem Auftreten transienter Strome bei der Charakterisierung elektrogener
Membranproteine kann geschlossen werden, daf Ladungstranslokation stattfin-
det. Dies kann z.B. auch auf Ladungsverschiebungen innerhalb des Proteins
zuriickgefiihrt werden. Erst das Auftreten stationdrer Strome zeigt, dak Ionen-
transfer iiber die Membran erfolgt. Ein wichtiger Aspekt bei der Untersuchung
der Aktivitdt von Bacteriorhodopsin in dem neuen Modellsystem war daher, den

Protonentransfer in die Poren durch Messung stationdrer Stréome zu beobachten.






3 Methoden

3.1 Impedanzspektroskopie

Die Impedanzspektroskopie (IS) ist eine elektrochemische Meffmethode, mit der
intrinsische elektrische Eigenschaften von Festkorpern, Fliissigkeiten und deren
Grenzflachen charakterisiert werden konnen. Bestimmt man in einem Wechsel-
stromkreis das Verhéltnis von angelegter Spannung und resultierendem Strom
(die Impedanz) und variiert dabei kontinuierlich die Frequenz der Spannung, so
erhélt man ein Impedanzspektrum. Es liefert einerseits Aussagen iiber Leitfahig-
keiten und Dielektrizitatskonstanten, andererseits kann man auch Informationen
iiber den Bedeckungsgrad von Metallen mit organischen Schichten erhalten. Der
Vorteil der Impedanzspektroskopie gegeniiber anderen elektrochemischen Metho-
den, wie der Cyclovoltammetrie oder der Chronoamperometrie, liegt in der Ver-
wendung einer niedrigen Amplitude des Erregersignals, was eine zerstorungsfreie

Messung erlaubt.

3.1.1 Physikalische Grundlagen

Als Impedanz, eine komplexe Grofse, wird der frequenzabhéngige Widerstand Z ei-
nes Wechselstromkreises bezeichnet. Im Gegensatz zu kapazitiven oder induktiven
Elementen ist die Impedanz eines ohmschen Widerstandes frequenzunabhéngig.
Erstgenannte bewirken als Blindwiderstdnde Phasenverschiebungen zwischen auf-
geprigter Spannung und resultierendem Strom. Auf der Grundlage des Ohmschen

Gesetzes erhilt man fiir die Impedanz Z in Polarkoordinaten!:

1U: Spannung, I: Strom, t: Zeit, w: Kreisfrequenz, ¢ : Phase
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U(w,t) Uy exp(iwt) ,
Z(w) = = = |Z| exp(i )
“= T Io(w) exp(i(wt — ¢(w))) Zlewlio) 3

Bei Schreibweise in kartesischen Koordinaten erhilt man?:

Z(w) = Z8(w) +iZ"(w) (3.2)

Dies entspricht einem Vektor in der Gaufschen Zahlenebene mit dem Betrag | Z|

und dem Winkel ¢ zur realen Achse (Abb.3.1).

Im (2)

ZIm

z* Re (2)

Abb. 3.1: Zeigerdiagramm (Ortskurve) zur Darstellung der Impedanz in der Gaufischen Zah-

lenebene.

Aus dem Zeigerdiagramm, auch Ortskurve genannt, ergeben sich fiir die Im-

pedanz |Z| bzw. die Phasenverschiebung ¢ folgende Gleichungen (3.3, 3.4):

2] = \/(ZFe)? + (Z1m)2 (3.3)

Im

ZRe

) (3.4)

¢ = arctan(

27Re: Realteil der Impedanz (Wirkwiderstand), Z/™: Imaginirteil der Impedanz (Blindwi-
derstand)
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3.1.2 Auswertung der Spektren

Zur Auswertung eines Impedanzspektrums muf zunédchst aus einem physikali-
schen Modell fiir die untersuchte Probe ein geeignetes Ersatzschaltbild aufge-
stellt werden, das die gleiche Impedanz-Frequenz-Charakteristik wie die Probe
besitzt. Mit Hilfe der Kirchhoff’schen Regeln kann nun eine Ubertragungsfunkti-
on erstellt werden. Die Parameter dieser Funktion werden durch nichtlineare Kur-
venanpassung (non-linear-least-square-fit), z. B. mit dem Levenberg-Marquardt-
Algorithmus, ermittelt. In Abb. 3.2 ist die Vorgehensweise noch einmal graphisch

dargestellt. Eigenschaften von Impedanzelementen, die hdufig zur Modellierung

elektrochemisches System

| l

physikalisches Modell Impedanz-Experiment

l l

Ersatzschaltbild Z

l l

nicht-lineare Kurvenanpassung

l l

Systemspezifische Parameter

experimentell

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Auswertung von Impedanzspektren (nach Ende &
Mangold 1993)61,

elektrochemischer Systeme eingesetzt werden, sind in Tabelle 3.1 zusammenge-
fakt. Neben den aus der Elektrotechnik bekannten Bauelementen wie Ohmscher
Widerstand, Kondensator und Spule sind auch zwei Elemente aufgefiihrt, die das
nichtideale Verhalten elektrochemischer Systeme beriicksichtigen. Die Warburg-
Impedanz reprasentiert Widerstandsbeitrage, die durch den diffusionsabhéngigen
Massentransport von Ionen entstehen, wihrend das Konstante Phasenelement zur
Beschreibung von Materialien mit heterogener Grenzflachentopographie herange-
zogen wird. Fiir den Grenzfall n = 1 verhélt sich das Konstante Phasenelement

wie ein idealer Kondensator.
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Tabelle 3.1: Impedanzelemente

Impedanzelement Widerstand Z Phasenverschiebung ¢
Ohmscher Widerstand R R 0
Kapazitat C ﬁ -5
Induktivitit L iwL +35
Konst. Phasenelement CPE m —nj
Warburg Impedanz o % frequenzabhingig

3.1.3 Elektrische Beschreibung festkorperunterstiitzter

Membranen

Die elektrischen Eigenschaften einer Lipiddoppelschicht kénnen durch eine Paral-
lelschaltung aus einer Membrankapazitit C,,und einem Membranwiderstand R,,

beschrieben werden. Zur Beschreibung des Gesamtsystems miissen weitere idea-

A
B %CH

R

e

J_CG
s —— -
AR

Abb. 3.3: A: Schematische Darstellung einer festkorperunterstiitzten Lipiddoppelschicht. B:

Ersatzschaltbild zur Beschreibung dieses Systems, bestehend aus den Doppelschichtkapazitéten
Cp; an der Platinelektrode und Cg an der Grenzfliche Membran /Elektrolyt, dem Elektrolytwi-
derstand R., sowie der Parallelschaltung aus Membrankapazitit C), und Membranwiderstand

R

le Bauelemente herangezogen werden. Neben dem Elektrolytwiderstand R, sind
dies auch die Kapazitaten, die sich aus den elektrochemischen Doppelschichten an

den einzelnen Grenzflichen ergeben. Im Einzelnen sind dies die Doppelschichtka-
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pazitdten an der Grenzfliche Membran/Elektrolyt (C¢), sowie an der Platinge-
genelektrode (Cp;). Das resultierende Ersatzschaltbild ist in Abb. 3.3 gezeigt. Die
genannten Doppelschichtkapazitiaten kénnen im Impedanzspektrum nicht vonein-
ander unterschieden werden und werden daher zur Kapazitét (C;) zusammen-
gefafst. Es ergibt sich das in Abb. 3.4 A gezeigte Ersatzschaltbild. Eine weitere
Vereinfachung ergibt sich fiir den Fall sehr hoher Membranwiderstdnde. Kann der
Widerstand im gewahlten Frequenzfenster nicht bestimmt werden, so vereinfacht
sich das Ersatzschaltbild zur einer in Abb. 3.4 B gezeigten seriellen Anordnung
von Widerstand und Kapazitat. Dabei werden C), und Cy; zu Cgy,, zusammen-

gefalst.

A B

C /) R Cel+m R

[4 e

oo T HHI oo
—

C

m

Abb. 3.4: A: Ersatzschaltbild zur Beschreibung einer festkdrperunterstiitzten Lipiddoppel-
schicht nach Zusammenfassung von Cp; und Cg zu Cg;. B: vereinfachtes Ersatzschaltbild fiir

den Fall sehr hoher Membranwiderstande.

3.1.4 Elektrische Beschreibung poreniiberspannender

Membranen

Das Ersatzschaltbild zur Beschreibung der elektrischen Eigenschaften einer po-
reniiberspannenden Lipidmembran ist in Abb. 3.5 zusammen mit einer schemati-
schen Darstellung des Systems gezeigt. Wie im vorigen Abschnitt erlautert, wird
die Lipidmembran wieder durch eine Parallelschaltung aus Membranwiderstand
R,, und Membrankapazitat C,, beschrieben. Ebenso wird die Elektrolytlosung
wieder durch einen Ohmschen Widerstand R, reprasentiert. Die Doppelschicht-

kapazitdten an den beiden Platinelektroden (nicht gezeigt) werden analog zum
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vorangegangenen Kapitel zu C,; zusammmengefait. Das porése Aluminat selber
findet keine Beriicksichtigung im Ersatzschaltbild, da der elektrische Strom aus-
schliefslich durch die mit Elektrolyt gefiillten Poren flieft.

Fiir den Fall sehr hoher Membranwiderstinde lafit sich auch dieses Netzwerk
weiter vereinfachen. Kann R,, im beobachteten Frequenzfenster nicht detektiert
werden, so werden C,,, und C.l wieder zu C¢;,, zusammengefaftt. Es ergibt sich

das in Abb. 3.5 C gezeigte Ersatzschaltbild.

A BIC &

1 G )11 "

Abb. 3.5: A: Schematische Darstellung einer poreniiberspannenden Membran. B: Ersatzschalt-
bild zur Beschreibung poreniiberspannender Membranen, bestehend aus der Kapazitiat Cy;, die
die elektrochemischen Doppelschichten an den Elektroden beriicksichtigt, dem Elektrolytwider-
stand R, und der Parallelschaltung aus Membrankapazitiat C,, und Membranwiderstand R,,.

C: vereinfachtes Ersatzschaltbild fiir den Fall sehr hoher Membranwiderstande.

3.1.5 Darstellung von Impedanzspektren

Die Impedanz wird entweder durch die Angabe ihres Betrages |Z| und der Pha-
senverschiebung ¢ oder durch den Real- (Z')und den Imaginérteil (Z”)vollsténdig
beschrieben. Da eine Auftragung der jeweiligen Mefigrofenpaare gegen die Fre-
quenz des Erregersignals zwangsldufig eine dreidimensionale Grafik ergibt, die
allenfalls fiir sehr einfache Systeme geeignet ist, haben sich in der Literatur zwei
zweidimensionale Darstellungsmoglichkeiten etabliert. Die Auftragung von Real-
und Imaginérteil in einem Diagramm wird Ortskurve genannt und wurde bereits
in Kapitel 3.1.1 vorgestellt. Im sogenannten Bode-Diagramm werden der Betrag
der Impedanz |Z| und die Phasenverschiebung ¢ separat gegen die Frequenz des

Erregersignals f aufgetragen.
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a——

Abb. 3.6: Netzwerk zur Erkldrung des Bode-Diagramms, bestehend aus zwei Ohmschen Wi-
derstéinden R;(1002) und R3(10° Q) und einer Kapazitit C

In dieser Arbeit fand ausschliefslich die Auftragung in einem Bode-Diagramm An-
wendung. Es soll daher im folgenden anhand des einfachen Netzwerks in Abb. 3.6
naher erlautert werden. Die entsprechenden Werte des Betrages der Impedanz und
des Phasenwinkels sind in Abb. 3.7 aufgetragen. In den Bereichen sehr hoher (3)
bzw. sehr niedriger Frequenzen zeigt das Netzwerk ein fiir Ohmsche Widerstande
typisches Impedanzverhalten. Der Betrag der Impedanz ist frequenzunabhéngig,
Strom und Spannung sind in Phase. Im Bereich 3 entspricht der Betrag der Im-
pedanz dem Wert des Widerstandes R, im Bereich 1 der Summe aus R; + Rs.

Im Bereich 2 zeigt sich der Einfluls der Kapazitat auf das Impedanzverhalten des
Netzwerks. Strom und Spannung sind um —90° phasenverschoben, der Betrag der
Impedanz verhalt sich umgekehrt proportional zur Frequenz. Der Wert der Kapa-
zitat kann in diesem Bereich iiber die Beziehung log|Z| = —log(27 fC') ermittelt

werden.

3.1.6 Experimenteller Teil

3.1.6.1 Mefimethode

In dieser Arbeit kam ausschliefslich die continous wave IS zum Einsatz. Bei dieser
Methode wird dem System eine sinusformige Wechselspannung geringer Ampli-
tude aufgepragt, wobei die Frequenz diskret variiert wird. Der Impedanzanaly-
sator, in diesem Fall das Gerdt SI 1260 der Firma Solartron (abgedeckter Fre-
quenzbereich: 1 yHz-32 MHz), mift den resultierenden Strom und {ibermittelt den

Betrag der Impedanz und die Phasenverschiebung als Mefdaten zu einem Com-
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Abb. 3.7: Bode-Diagramm des Netzwerks aus Abb.3.6: halb- bzw. doppeltlogarithmische
Auftragung des Phasenwinkels ¢ bzw. des Betrags der Impedanz|Z| gegen die Erreger-

frequenz f.

puter. Die Amplitude des Erregersignals betrug bei allen Messungen 30 mV, ein
Gleichspannungsanteil wurde nicht iiberlagert. Fiir Messungen hoher Widerstéan-
de bei kleinen Frequenzen wurde das Dielectric Interface 1296 der Firma Solar-

tron zugeschaltet. In diesem Fall waren Messungen in einem Frequenzbereich von

1073 — 10° Hz moglich.

3.1.6.2 Mefaufbau fiir Goldelektroden und geschlossene Poren

Zur Vermessung von Thiolmono- und Lipiddoppelschichten, die auf Goldelektro-
den oder porosen Aluminaten mit geschlossenen Poren préapariert wurden, diente
der in Abb. 3.8 dargestellte Mefsaufbau. Eine auf einem Deckglas aufgedampfte,
kreisformige Goldelektrode diente als Arbeitselektrode, ein platinierter Platin-
draht als Gegenelektrode. Als Mefklosung diente jeweils der spéter auch fiir die

Photostrommessungen verwendete Puffer.

3.1.6.3 Mefaufbau fiir gedffnete Poren

Der zur Vermessung von Lipidschichten auf porésem Aluminat verwendete Mef-
aufbau ist in Abb. 3.13 dargestellt und wird in Kap.3.3.1.1 ndher beschrieben.
Sowohl als Arbeits- als auch als Gegenelektrode diente hier eine platinierte Pla-

tinelektrode.
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Arbeitselektrode

Teﬂon-MeBkan}mer
i Pt-Gegenelektrode

MeBtisch aus Plexiglas De(;kglas

Kontakt

Abb. 3.8: Schematischer Aufbau der Mefkammer zur Aufnahme der Impedanzspektren
von beschichteten Goldsubstraten. Abmessungen des Mefaufbaus: Mefstisch aus Plexiglas:
(120x 55) mm; Teflon-MeRkammer: (37x18) mm, h: 10 mm; @j des Hohlraums: 7mm; @, der
Frisung fiir den Dichtring: 10 mm; Dichtring: @; 7 mm; Fliche der Goldelektrode: 0,045 cm?.

3.2 Dissipative Quarzmikrowaagetechnik

Die Quarzmikrowaagetechnik (QCM) ist eine oberflachenanalytische Methode,
die in den letzten Jahren eine immer grofsere Bedeutung erlangt hat. Sie er-
laubt die in situ Detektion von Oberflachenprozessen, die mit einer bis in den
Bereich weniger Nanogramm reichenden Massenabscheidung an die Oberflache
eines scheibenférmigen Schwingquarzes verbunden sind. Dabei wird die mit der
Massenabscheidung einhergehende Resonanzfrequenzénderung der Scherschwin-
gung analytisch genutzt. Das Prinzip der QCM ist schon seit den 50er Jahren
bekannt und wurde zur Massen- und Dickenbestimmung von diinnen Schichten
an Luft oder im Vakuum, z. B.in der Elektrochemie, eingesetzt. Erst seit den 80er
Jahren war es moglich diese Technik auch in Fliissigkeiten zu betreiben. Sie wurde
dadurch auch fiir die Biowissenschaften interessant, da nun Bindungsphénomene
von Proteinen und Nukleinsduren, sowie immunologische Erkennungsreaktionen

untersucht werden konnten!8: 6268l
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3.2.1 Piezoelektrizitat und akustische Sensoren

Als piezoelektrischen Effekt bezeichnet man das Auftreten einer elektrischen Po-
tentialdifferenz zwischen den Oberflichen eines Kristalls als Folge einer mecha-
nischen Deformation. Vorraussetzung fiir das Auftreten von Piezoelektrizitit ist
das Fehlen eines Punktsymmetriezentrums im Kristallgitter, wie z. B.im Quarz.
Dieser Effekt lafit sich umkehren. Legt man an die Grenzflichen eines piezo-
elektrischen Kristalls eine elektrische Spannung an, so wird eine mechanische
Deformation induziert. Dieser inverse piezoelektrische Effekt ist die Basis der
Quarzmikrowaagetechnik, da nach Anregung durch eine elektrische Spannung ei-
ne mechanische Schwingung des Quarzes um seine Ausgangslage einsetzt. Wie
bereits erwihnt, kann dann die Anderung der Resonanzfrequenz aufgrund von
Oberflachenprozessen analytisch genutzt werden.

Abhéngig vom Winkel mit dem ein Quarzplattchen aus dem nativen a-Quarz
herausgeschnitten wird, lassen sich mehrere Varianten akustischer Sensoren un-
terscheiden, je nachdem, welche Schwingung auftritt. Man differenziert zwischen
Oberflachenwellen, wie sie in den surface acoustic wave- (SAW), acoustic plate
mode- (APM) und flexural plate mode- (FPM) Sensoren auftreten und den Wel-
len, die sich im Korper des Quarzes fortpflanzen, wie die thickness shear mode-
(TSM) Resonatoren. In der QCM werden vor allem AT-cut-Quarze verwendet, die
in einem Winkel von 35° 10’ zur kristallographischen z-Achse aus dem Quarzkri-
stall geschnitten wurden!®. Sie gehéren zu den TSM-Resonatoren und kénnen zu
einer Dickenscherschwingung angeregt werden, wie Abb. 3.9 zeigt. Dariiber hinaus
weisen AT-cut-Quarze eine geringe Temperaturabhéngigkeit der Resonanzschwin-

gung auf.

3.2.2 Physikalische Grundlagen

Durch Anlegen einer elektrischen Spannung iiber auf beiden Seiten aufgebrachte
Metallelektroden konnen AT-Quarzscheiben zur resonanten Dickenscherschwin-
gung angeregt werden. Diese tritt als stehende Welle, die aus der Uberlagerung
einer halben Welle mit ihrer Reflexion entsteht, zwischen den beiden Oberflachen

im Bereich der sich {iberlappenden Elektroden des Quarzes aufl®!. Sie besitzt an
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Abb. 3.9: Schematisierte Darstellung des inversen Piezo-Effektes anhand der Scherdeformation

einer Quarzscheibe im AT-Schnitt. Durch Anlegen einer elektrischen Wechselspannung wird eine

Scherschwingung des Kristalls induziert.

den Grenzflichen (z = £d,/2) einen Schwingungsbauch und bei z = 0 einen Kno-

tenpunkt. Die Resonanzfrequenz héngt folglich von der Dicke d, der Quarzscheibe

ab:
L
fo = = (3.5
" 2dq \| pq )

wobei 11, das Schermodul und p, die Dichtes des Quarzes ist. Bei einer homoge-
nen Bedeckung der Quarzoberfliche mit einer Fremdmasse entspricht dies einer
Dickenzunahme des Quarzes. Laut Gleichung 3.5 ist eine solche Dickenzunahme
mit einer Erniedrigung der Resonanzfrequenz verbunden. Fiir den Fall, daf das
abgeschiedene Material ndherungsweise die gleiche Dichte wie Quarz besitzt, lei-
tete 1959 Sauerbrey zum ersten Mal einen linearen Zusammenhang zwischen der
Frequenzénderung A f und der Massenéanderung Am ab:

Ad 2f2Am
4 AR,

Die Proportionalitatskonstante C'y wird als integrale Schichtwégeempfindlichkeit

Af=—f = —C;Am (3.6)

oder Sauerbrey-Konstante bezeichnet. Laut Gleichung 3.6 hingt sie quadratisch
von der Resonanzfrequenz ab. Die Empfindlichkeit der Messung kann also durch
Verwendung von Quarzen mit hoherer Resonanzfrequenz gesteigert werden. Da
diese jedoch auch entsprechend diinner sind, ist aus praktischen Griinden eine na-

tiirliche Limitierung gegeben. Die in dieser Arbeit verwendeten Quarzresonatoren
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mit einer Resonanzfrequenz von 5 MHz besitzen eine Dicke von d, = 330 pm. Eine
ortsaufgeloste Betrachtung der Schichtwigeempfindlichkeit eines Quarzes zeigt,
dak diese in der Mitte des Quarzes am gréften ist und zu den Elektrodenrandern
hin absinkt.

Die von Sauerbrey hergeleitete Beziehung zwischen Frequenz- und Massenénde-
rung gilt streng genommen nur fiir Messungen in der Gasphase. Durch die Be-
schichtung einer Quarzseite mit einer idealen Newtonschen Fliissigkeit kommt es
zu einer Fortsetzung der Scherwelle in die Fliissigkeit hinein. Sie wird dort in Ab-
hangigkeit von der Dichte p; und der Viskositat n; der Fliissigkeit unterschiedlich
stark gedampft. Es ergibt sich als einhiillende Funktion der gedampften Welle eine
exponentielle Abklingkurve, aus der die Eindringtiefe der Welle in die Fliissigkeit
bestimmt werden kann!™. Einen theoretischen Zusammenhang zwischen der Re-
sonanzfrequenzéanderung des Quarzes und den Eigenschaften der iiberschichteten

Fliissigkeit beschrieben 1985 Kanazawa und Gordon!™!:

Af = —f7 |2 (3.7)
T lgPq

In diesem Ansatz werden jedoch die Energieverluste der Welle nicht bertick-

sichtigt. Diese lassen sich nach Rodahl et al. mit der Giite der Schwingung

beschreiben, welche dem Verhéltnis aus gespeicherter und dissipierter Energie

E espeichert fO
AQo = 2r A [ —gespeichert ) = —20; Vv 3.8
QO < Edissipiert QO T lqPq i ( )

Der reziproke Wert der Giite wird als Dissipationsfaktor bezeichnet.

entspricht![™!:

3.2.3 QCM-D-Technik

Die QCM-D-Technik, 1996 von Rodahl et al. entwickelt, zeichnet sich durch die
simultane Bestimmung von Resonanzfrequenz und Dissipationsfaktor aus. Auf
diese Weise kénnen neben der Quantifizierung der Fremdmassenbelegung auch
Aussagen iiber die Viskoelastizitdt der Schicht bzw. der iiberlagerten Fliissigkeit
gemacht werden!™ 7. Der Quarz wird durch einen Frequenzgenerator mit Wech-
selspannung im Bereich seiner Resonanzfrequenz angeregt und in Intervallen mit-

tels eines computergesteuerten Relais vom Generator abgekoppelt. Nach dem
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Abb. 3.10: Nach Gleichung 3.9 simulierte Spannungsverldufe der freien Schwingung eines
Quarzes mit unterschiedlich starker Dampfung. Die gestrichelten Linien stellen jeweils die ein-

hiillenden Funktionen dar (nach Kastl, 2005).

Abkoppeln wird das Abklingverhalten der freien Schwingung des Quarzes durch
ein digitales Oszilloskop aufgezeichnet. Der zeitliche Verlauf der Spannung U (t)
iiber den Quarz nach Abkopplung der Anregungsspannung zur Zeit ¢ = 0 mit
einer Anfangsspannung U, kann {iber eine exponentiell geddmpfte Sinusfunktion

beschrieben werden!™!: 3

U(t) = Uy - e 7 sin(2m ft + ) (3.9)

Durch Kurvenanpassung der Abklingkurve mit Gleichung 3.9 kann die Resonanz-
frequenz f und die Abklingzeit der geddmpften Schwingung 7 ermittelt werden.
In Abb.3.10 sind schematisch die Spannungsverldufe zweier Schwingungen mit
unterschiedlicher Démpfung (durchgezogene Linien) und die entsprechenden ein-
hiillenden Kurven (gestrichelte Linien) gezeigt.

Die Energieverluste durch die Dampfung lassen sich durch den Dissipationsfaktor

Edissi iert 1
D = L = 3.10
27 - Egespeichert 7Tf7- ( )

beschreiben, der das Verhéltnis aus gespeicherter und dissipierter Energie dar-

stellt.

3(o—Phase, T—Abklingzeit
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Der zeitliche Verlauf der Spannung iiber den Quarz bei periodischer Wiederho-
lung von Anregung und Abkopplung ist in Abb.3.11 dargestellt. Die zeitliche

Auflésung lag bei dem in dieser Arbeit verwendeten System bei zwei bis drei

- Ll b

L

Anregung

Abb. 3.11: Zeitlicher Verlauf der Anregungsphasen und der freien Schwingung des Quarzes bei
der QCM-D-Technik. Wiederholte Anregung zur Schwingung, anschlieffende Abkopplung und
Detektion der freien Schwingung fiihrt zur zeitaufgelosten Bestimmung der Resonanzfrequenz

f und des Dissipationsfaktors D (nach Kastl, 2005).

3.2.4 Experimenteller Teil

Der fiir QCM-D-Messungen verwendete Aufbau ist in Abb. 3.12 dargestellt. Der
Quarz ist in der Mefskammer zwischen zwei Dichtringen eingespannt. Da die obere
Elektrode mit Silberleitkleber leitend mit der Unterseite des Quarzes verbunden
wurde, konnte die Kontaktierung beider Elektroden von unten erfolgen. Die Ober-
seite stand mit dem Analyten in Kontakt. Uber Federkontakte wurde der Quarz
mit einem externen Frequenzgenerator verbunden und nahe seiner Resonanzfre-
quenz zur Schwingung angeregt. Ein computergesteuertes Relais trennte nach
Anregung des Quarzes iiber einen Zeitraum von etwa 1-1072s den Signalgene-
rator vom Quarz. Ein digitales Oszilloskop detektierte den Spannungsabfall U (t)
der freien Schwingung iiber einen Zeitraum von 0,5 - 1073s. Die Berechnung der
Resonanzfrequenz und der charakteristischen Abklingzeit erfolgte durch nicht-
lineare Kurvenanpassung an die Daten mit Hilfe eines Computers.

Die Messkammer befand sich in einem auf 20°C temperierten Faradaykéfig und
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Abb. 3.12: Schematischer Aufbau der QCM-D. Die Messkammer befand sich in einem auf 20°C
temperierten Faradaykéfig (nicht gezeigt). Die Zugabe der Probe erfolgte mit einer Hamilton-
Spritze in das Eppendorf-Gefaf.

wurde mit einem Deckel luftblasenfrei verschlossen. Durch einen Zu- und Ab-
leitungsschlauch im Deckel wurde die Mekkammer mit einem Eppendorf-Gefafs
auferhalb des Kéfigs zu einem geschlossenen Kreislauf verbunden. Nach Zugabe
der entsprechenden Proben in das Eppendorf-Geféaf, konnten diese mittels einer

peristaltischen Pumpe in die Messkammer transportiert werden.

3.3 Messung der Protonenpumpaktivitat von

Bacteriorhodopsin

3.3.1 Messung lichtinduzierter Protonenstrome

Die in dieser Arbeit gemessenen lichtinduzierten Stromdichten liegen im Bereich
von wenigen bis zu einigen hundert Nanoampere. Zur Messung kleiner Strome
wird i. A. ein Stromverstidrker, in diesem Fall der 428 Current Amplifier der
Firma Keithley (Germering) eingesetzt. Die Messung erfolgt dabei unter Srom-
Spannungsumwandlung, wobei Verstirkungsfaktoren zwischen 103 und 10'' am
Gerét gewahlt werden konnen. Der geflossene Strom kann anschliefsend tiber die-
sen Verstarkungsfaktor berechnet werden. Zur Aufzeichnung der Mefswerte auf
einem Computer wurde eine A /D-Wandlerkarte der Firma National Instruments

(Miinchen) verwendet. Bei der Steuersoftware handelt es sich um ein Standard-
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Labview-Programm zur Strommessung, das zur Anpassung an die gewahlten Mef-
bedingungen geringfiigig verdndert wurde. Bei allen Versuchen befand sich der
komplette Aufbau in einem abgedunkelten Faraday-Kéafig. Da sich der experi-
mentelle Aufbau je nach Verwendung von Goldelektroden oder porésem Aluminat
unterscheidet, werden die entsprechenden Mefbedingungen im folgenden einzeln

geschildert.

3.3.1.1 Aufbau bei Adsorption an nano-BLMs

Fiir elektrische Messungen wurde das pordse Substrat zwischen zwei Teflon-
Kammern eingespannt. Da diese beiden Kammern jeweils eine Bohrung besit-
zen, ist ein Durchfluf von der einen Kammer durch die Poren des Substrats in
die andere Kammer moglich. Die Abdichtung erfolgte mit Dichtringen aus NBD
(Nitril-Butadien-Kautschuk) oder Kalrez®. Fiir Impedanzmessungen wurde in
jede Kammer ein platinierter Platindraht eingetaucht. Bei den Photostrommes-
sungen befanden sich diese aufserhalb der Mefskammern, wurden aber iiber Salz-

briicken leitend verbunden.

Die Belichtung des Substrats war iiber ein Sichtfenster in der cis-Kammer mog-
lich. Bei der Adsorption von Purpurmembranen wurde dazu eine Halogenlampe
(KL 2500, Opto Sonderbedarf GmbH) verwendet, deren Licht mit einem 515 nm-
Kantenfilter gefiltert wurde. Uber einen Lichtleiter wurde das Licht zur Messkam-
mer geleitet, wobei sich zwischen zwei Lichtleiterstiicken ein mechanischer Blen-
denverschluf zum manuellen Ein- und Ausschalten befand. Die relative Lichtin-
tensitat wurde iiber eine Dimmfunktion der Lampe geregelt, wobei die hochste
Lampeneinstellung einer Beleuchtungsstiarkestirke von 270 Lux entsprach. Zur
Aufnahme von Aktionsspektren wurden Interferenz-Bandfilter in den Strahlen-
gang integriert (AHF Analysentechnik, Tiibingen). Die dabei erhaltenen Strom-
dichten wurden um einen Faktor, der das Lampenspektrum beriicksichtigt, kor-
rigiert.

Zur Belichtung der Chlamydomonas-Zellen wurde eine blaue Leuchtdiode (Luxe-

on Star/O, 455nm, Conrad-Elektronik) verwendet. Sie wurde statt des Licht-
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leiters vor dem Sichtfenster in der Teflon-Kammer platziert und lieferte eine
Beleuchtungsstarkestiarke von 20 Lux. Die Leuchtdiode wurde iiber eine in der

Elektronik-Werkstatt angefertigte Steuereinheit an- und ausgeschaltet.

/62' _\Plo‘rinelekTroden

Sichtfenster
\%
—
frans cis Lichtleiter oder LED
Dichtring

pordses Aluminat

Abb. 3.13: Aufbau zur Aufnahme von Impedanzspektren von porésen Aluminaten. Der glei-
che Aufbau wurde zur Messung lichtinduzierter Stréme verwendet. Jedoch befanden sich die
Platinelektroden bei den Photostrommessungen aufserhalb der Messkammern und wurden {iber

Salzbriicken leitend verbunden.

3.3.1.2 Aufbau bei Adsorption an Goldelektroden und

geschlossenen Poren

Bei Photostrommessungen, in denen Goldelektroden oder Aluminate mit ge-
schlossenen Poren als Substrat verwendet wurden, diente der bereits in Abb. 3.8
gezeigte Aufbau. Der Lichtleiter bzw. die Leuchtdiode wurden dabei {iber dem
horizontal eingebauten Substrat platziert, so dafs die Belichtung in diesem Fall

von oben erfolgte. Ansonsten wurde wie oben beschrieben verfahren.
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3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Isolierung der Purpurmembran aus Halobacterium

salinarium

Die Isolierung der Purpurmembran erfolgte nach einer Praktikumsvorschrift. Die
Bakterienzellen (Wildtypstamm S9) wurden bis zu einer ODggg von 1,4 bei 37°C
unter Schiitteln (Rundschiittler, 100rpm) in Normalmedium (11 enthélt 250¢g
NaCl, 20g MgSO4 x TH90, 2g KCl, 3g Trinatriumcitrat x 2 HyO, 10g Oxoid-
Pepton, pH =7,0) kultiviert. Da hohe Sauerstoff-Konzentrationen die Bacterio-
rhodopsin-Biosynthese reprimieren, wurden die Zellen unter semianaeroben Be-
dingungen, d.h. ohne zusétzliche Beliftung kultiviert. Als Kulturgefife dienten
2-1-Erlenmeyerkolben, die mit je 11 Medium befiillt wurden. Insgesamt wurden
91 Zellsuspension aufgearbeitet.

Zunéchst wurden die Zellen 15min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert (GS3,
Sorvall). Die purpurfarbenen Pellets wurden mit 1ml 4 M NaCl aufgenommen,
mit ca. einer Spatelspitze DNAsel (Bovine Pancreas, 400-800 Kunitz units/mg
Protein) versetzt. Nach Verdiinnung mit Wasser im Verhéltnis 1:4 wurde so-
lange bei Raumtemperatur geriihrt (ca. 1h), bis die Losung keine schleimige
Konsistenz mehr aufwies. Anschliefsend wurde iiber Nacht gegen entionisiertes
Wasser dialysiert. Am néchsten Tag wurden die Zellmembranen 60 min lang bei
40000 rpm abzentrifugiert (TFT 4594, Kontron), pro Rohrchen in 1,5ml 50 mM
Tris-Puffer, pH 7,5 aufgenommen und durch Pottern resuspendiert. Anschliefend
wurden die Zellmembranen durch Dichtegradienten-Zentrifugation im Sucrosegra-
dienten (20-45w%) fraktioniert. Der Gradient wurde in SW-28-Réhrchen (Beck-
mann) durch Mischen von 16 ml 45w% Sucrose mit 18 ml 20 w% Sucrose in ei-
nem Gradientenmischer gebildet. Ungefdhr 2-3 ml der Membransuspension wur-
den vorsichtig auf den Gradienten geschichtet und ca. 14 h bei 28000 rpm im TST-
28-Ausschwingrotor (SW 28, Beckmann) bei 15°C zentrifugiert (Zentrifuge ohne
Bremse auslaufen lassen). Es wurden drei Banden erhalten: eine violette (Pur-
purmembran), eine braun-gelbe (braune Membran, sie enthélt Cytochromb und

monomeres bR) und eine gelb-orange. Die violette Bande wurde mit einer Pa-
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steurpipette isoliert und zweimal durch Ultrazentrifugation gewaschen, um den
Zucker groftenteils zu entfernen. Dazu wurde je ein Zentrifugenréhrchen mit ei-
ner Bacteriorhodopsin-Fraktion mit Wasser aufgefiillt und 60 min bei 40000 rpm
zentrifugiert (TFT 4594, Kontron)

Die Konzentrationsbestimmung durch Absorption bei A = 568 nm (Extinkti-
onskoeffizient = 630001 mol~! cm™!) lieferte eine Konzentration von 6,44 mg/ml

Bacteriorhodopsin bei einer Gesamtausbeute von 193 mg.

3.4.2 Vorbereitung der Chlamydomonas-Zellen

Um die durch Belichtung von Chlamydomonas-Zellen induzierten Photostrome
messen zu konnen, ist eine kapazitive Kopplung von Zellmembran und nano-BLM
notwendig. Die bei Pflanzenzellen normalerweise vorhandene Zellwand wiirde dies
verhindern. Daher wurden alle Experimente mit dem Stamm CW2 durchgefiihrt,
der einen durch chemische Mutagenese erzeugten Zellwanddefekt aufweist. Die
Zellwandbestandteile werden zwar produziert, aber bis auf die innerste Schicht

nicht fest verankert, sondern ins Medium sezerniert!™!.

3.4.2.1 Kultivierung

Die Kultivierung erfolgte im Labor der Arbeitsgruppe Hegemann. Die Zellen wur-
den aus der Festkultur in Fliissigmedium {iberfiihrt, bei 25°C unter Beleuchtung
mit Weiklicht kultiviert (Rundschiittler, 120 rpm) und nach einigen Tagen noch
wahrend der logarithmischen Wachstumsphase geerntet. Das Kulturmedium war
ein modifiziertes Hochsalz-Acetat-Medium (HSM) nach Sueoka et al.[™® das sich

wie folgt zusammensetzte:
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KH,PO, 6,8 mM
K,HPO, 6,2 mM
CaCl, 100 M
MgSOy4 81 uM
NH,Cl 9,3 mM
NaOAc 15mM
Sorbitol 250 mM
Hefeextrakt(Difco) 0,3% (w/v)
Agar-Agar (IMA) 0,9 % (w/v)
Spurenelementelsg. nach Hutner et al.["”! 0,1% (w/v)
pH-Wert 6,8

3.4.2.2 Umwandlung in Gameten

Unter Kohlenstoff- und Stickstoff-Mangelbedingungen differenzieren Chlamydo-
monas-Zellen zu Gameten. Diese weisen gegeniiber vegetativen Zellen eine erhohte
Lichtempfindlichkeit auf. Einen Tag bevor die Zellen in den Photostrommessun-
gen verwendet wurden, wurden sie zur Differenzierung zunéchst abzentrifugiert
(2200 rpm, Rotina 48 R, Hettich) und dann in modifiziertem ,Nitrogen-deficient

Minimal Medium” (NMM) nach Foster et al.l’® aufgenommen:

KHQPO4 3,4 mM
K,HPO, 3,1 mM
CaCl, 100 pM

Der pH-Wert betrug 6,8. Anschliefend wurden die Zellen bis zur Photoselektion
am néchsten Tag unter Weiklicht geschiittelt.

3.4.2.3 Photoselektion

Die in Gameten iiberfiihrte Suspension der Zellen in NMM (pH6,8) wurde in
Reagenzgliser mit spitz zulaufendem Boden gefiillt und dann am Fenster dem
Tageslicht ausgesetzt. Nach einiger Zeit sammelten die Zellen sich am Boden

des Glases (negative Phototaxis). Der Uberstand wurde abgenommen und das
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Reagenzglas mit frischem NMM-Puffer (pH6,0) aufgefiillt. Diese Photoselektion
wurde einmal wiederholt und die Zellen in wenigen Millilitern NMM (pH 5,0)

aufgenommen.
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3.5 Praparative Methoden

3.5.1 Herstellung von porosem Aluminat
3.5.1.1 Grundlagen der Herstellung portser Aluminate

Aluminium ist sowohl in Wasser als auch an Luft stets mit einer Oxidschicht
iiberzogen. Die Ausbildung dieser Oxidschicht ist auf folgende Reaktion zuriick-

zufiithren:

2A1 + 3H,0 — Al,O3 + 3H,,  AG = —864, 6kJ/mol (3.11)

Die native Oxidschicht erreicht eine Dicke von nur wenigen Nanometern, da sie
die Reaktionspartner voneinander trennt und die Reaktion so zum Erliegen bringt
(Passivierung). Der Ladungstransport kann jedoch durch das Anlegen einer dufe-
ren Spannung an das Aluminium aufrecht erhalten werden. Dabei finden an den

Elektroden folgende Reaktionen statt:

Anode : 2A1 + 3H,0 — Al O3 + 6HT + 6e™ (3.12)

Kathode : 6H' + 6e” — 3H, (3.13)

Wihrend an der Kathode Protonen reduziert werden, findet an der Metall /Oxid-
Grenzfliche die Oxidation von Al zu AI** statt. Das gebildete AI** fiihrt entwe-
der zur Oxidbildung mit den an die Metall/Oxid-Grenzfliche gewanderten O?~-
bzw. OH™-Tonen oder es driftet aufgrund des angelegen Feldes zur Oxid/Elektrolyt-
Grenzflache. Die Art des entstehenden Oxids hangt vom verwendeten Elektroly-

ten ab:

e Wird ein Elektrolyt verwendet, der das gebildete Oxid nicht auflost, entsteht
ein massives, sog. Barriereoxid. Es wéchst solange, bis die angelegte Span-
nung nicht mehr ausreicht, um den Ionenstrom durch das Oxid aufrechtzu-
erhalten. Das Oxidwachstum findet aufgrund des Transports von AI** einer-
seits und O?~/OH~ andererseits an beiden Oxidgrenzfliichen statt. Da der

Ionenstrom zudem in Bereichen diinnerer Oxidschichten wegen des grofseren
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elektrischen Feldes starker ausgeprégt ist, werden anféngliche Unebenhei-
ten im Barriereoxid eingeebnet. Fiir diesen Zweck verwendbare Elektrolyte

sind z. B. Borsadure oder Citronensiure.

e In Elektrolyten, in denen Al;Oj relativ langsam aufgelost wird, bildet sich
eine porose Oxidschicht. Die Bildung des Oxids findet in diesem Fall nur
an der Metall/Oxid-Grenzfliche statt, da die durch das Oxid wandernden
Al*T-Tonen an der Oxid/Elektrolyt-Grenzfliche direkt in den Elektrolyten
iibergehen. Der Porendurchmesser kann iiber die Wahl des Elektrolyten

(z. B. Oxalséure, Phosphorséure) gesteuert werden.

e Bei Verwendung eines Elekrolyten, der das Oxid mit hoher Auflésungsrate
angreift, kommt es zum Elektropolieren der Aluminiumoberflache. Dabei
wird durch die stédndige Bildung und Auflésung von Al;O3 die Oberflache
geglattet. Es entsteht ein reflektierendes Substrat mit einer diinnen, plana-

ren Oxidschicht!8l,

In Abb. 3.14 sind die Ablaufe, die bei der Verwendung von schwach auflésenden
Elektrolyten zur Porenbildung fiihren, im Detail gezeigt. Abb. 3.15 zeigt die zu-
gehorige Strom-Zeit-Kennlinie. Zunéchst bildet sich eine Barriereoxidschicht aus,
die zu einem Abfall des Stromflusses fiihrt (Phase 1). Aufgrund von Inhomogenité-
ten im Aluminium kommt es zu Fluktuationen in der Dicke des gebildeten Oxids.
Das von aufsen angelegte elektrische Feld weist an den Vertiefungen eine héhere
lokale Feldstérke auf. Dies fithrt einerseits durch stérkere Polarisierung der Al-O-
Bindungen zur schnelleren Auflésung, andererseits durch den héheren Ionenflufs
zur verstarkten Bildung des Oxids. Vorhandene Unebenheiten werden nicht wie
beim Elektropolieren eingeebnet, sondern verstarkt und dienen als Keime fiir die
Porenbildung (Phase 2). Der Strom steigt nun an, bis die ganze Substratoberfldche
mit Poren bedeckt ist und diese sich gegenseitig in ihrem horizontalen Wachstum
beschranken (Phase 3). Der nun folgende nahezu konstante Stromverlauf ist auf
ein Gleichgewicht zwischen Oxidauflésung an der Oxid/Elektrolyt-Grenzfliche
und Oxidbildung an der Oxid/Metall-Grenzfliche der Porenboden zuriickzufiih-
ren (Phase 4).
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1 Elektrolyt 2
“ u

Abb. 3.14: Kinetik des Porenwachstums: 1. Bildung eines Barriereoxids, 2. Entstehung von

Vertiefungen, 3. Bildung der ersten Poren, 4. Porenwachstum.

Die leichte Abnahme des Stromes iiber einen ldngeren Zeitraum ist bedingt durch

Konzentrationsinderungen der Atzlosung innerhalb der Poren!®%-81,
8}
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Abb. 3.15: Stromverlauf beim Anodisierungsprozefs von Aluminium in 0,3 M Oxalsédure. Die

Vorgénge, die zu diesem Stromverlauf fithren, sind in Abb. 3.14 gezeigt.

Ungeordnete und geordnete Porenstruktur Die Verteilung der Poren auf
der Oberfliche des Substrats basiert auf der unregelméfigen Oberflichenmorpho-
logie. Erst im Laufe des Anodisierungsprozesses geht das ungeordnete Wachstum

aufgrund von abstoftenden Kréften zwischen den Poren in ein geordnetes mit einer



3.5 Prdparative Methoden 51

hexagonalen Porenanordnung iiber. Man erhalt folglich ein Substrat mit ungeord-
neter Porenstruktur an der Oberfliche und geordneter in der Tiefe. Wenn man
das im ersten Schritt erzeugte Oxid ablost, erhélt man eine hexagonal vorstruk-
turierte Anordnung von Vertiefungen. Diese konnen in einem zweiten Anodisie-
rungsprozelt als Keime fiir die Porenbildung dienen. Die entstehende Oxidschicht

weist von Anfang an eine hexagonale Porenanordnung aufl*%5

Einflufs der Anodisierungsparameter Die Eigenschaften der pordsen Oxid-
schichten konnen durch Variation einiger Parameter in einem gewissen Rahmen

verandert werden:

e Anodisierungsdauer Die Porentiefe hiingt von der Dauer des Atzprozes-
ses ab. Beispielsweise wurden fiir Oxalsdure bei einer Spannung von 40V
Wachstumsraten von 1-2 um/h gefunden. Fiir Phosphorsiure (160V) liegt
dieser Wert bei 4-5 ym /h80:83:84],

e Anodisierungsspannung Die Schichtdicke des Oxids an den Porenbdden
ist konstant, ist aber proportional zur Anodisierungsspannung. Der Propor-
tionalitatsfaktor wurde zu 1,3nm/V bestimmt. Des weiteren kénnen auch
Porenabstand und -durchmesser iiber die angelegte Spannung eingestellt
werden. Der Abstand der Poren wéchst mit 2,6 nm/V. Die bislang erreich-

ten Porendurchmesser liegen im Bereich von 10-400 nm!®.

e Niedrige Temperaturen stellen kleine Wachstumsraten sicher, was die Aus-
bildung einer hexagonalen Struktur durch Selbstorganisation begiinstigt.

Daher wurden alle Atzungen bei 2°C durchgefiihrt.

Abtrennen des Aluminiums und Offnen der Porenbdden Fiir die Pri-
paration von nano-BLMs wurden ausschlieflich Substrate mit durchgehend ge-
Offneten Poren verwendet. In einem ersten Schritt wurde dazu das iiberschiissige
Aluminium durch Inkubation in einer geséttigten HgCls-Losung entfernt. Die

Auflosungsreaktion kann durch folgende Gleichung beschrieben werden:

2Al + 3HgCl, — 2AICI; + 3Hg (3.14)
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Im Anschluf§ kann das freiliegende Barriereoxid durch chemisches Atzen, z. B. mit

Phosphorsdure entfernt werden. Es entsteht eine siebartige Struktur.

3.5.1.2 Herstellung von porosem Aluminat

Zur Herstellung der porésen Aluminate wurden hochreine Aluminiumfolien (Good-
fellow /99,999 % /Dicke 0,5 mm/2-2cm? ) verwendet. Diese wurden zunéchst elek-
tropoliert und dann anodisiert. Fiir die Praparation von nano-BLMs wurde zu-
sétzlich das iberschiissige Aluminium abgetrennt und die Porenbéden gedffnet![®0,
Elektropolieren Vor der Anodisierung wurden die Aluminiumfolien mit Etha-
nol gespiilt und dann zur Glattung der Oberflache dreimal fiir etwa 40s bei einer
Temperatur von 70°C elektropoliert. Als Elektrolyt diente ein Gemisch aus Schwe-
felsdure (konz.), Phosphorsiure (85%ig) und Wasser im Massenverhéltnis 2:2:1.
Anschliefend wurden die Substrate griindlich mit Reinstwasser gespiilt und im

Stickstoffstrom getrocknet.

Herstellung ungeordneter Poren Ungeordnete Poren wurden durch einma-
lige Anodisierung der elektropolierten Substrate erhalten. Sie wurden dazu in
die in Abb. 3.16 skizzierte Atzapparatur eingebaut. Die Aluminiumfolie wird auf
eine Kupferplatte aufgelegt und iiber diesen Kontakt als Anode geschaltet, als
Kathode dient ein in den Elektrolyten eintauchendes Platinnetz. Ein Riihrer ge-
wahrleistet, dafs die Zusammensetzung des Elektrolyten an der Probenoberflache
konstant bleibt. Die Apparatur wird durch einen Styropor-Mantel thermisch iso-
liert, wobei die Temperatur iiber ein Peltier-Element mit angeschlossenem Kiihl-
wasserkreislauf reguliert werden kann.

Die Anodisierung erfolgte entweder mit Oxalsiure (0,3 M) bei einer Spannung
von 40V oder mit Phosphorsdure (5w%) bei einer Spannung von 160V bei je-
weils 2°C . Die Atzdauer variierte zwischen drei Stunden und drei Tagen. Nach

der Anodisierung wurden die Substrate griindlich mit Reinstwasser gespiilt.
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Abb. 3.16: Schematische Darstellung der Atzapparatur: Die Aluminiumfolie wird als Anode
am Boden der Apparatur eingebaut. Eine detaillierte Beschreibung der Atzapparatur ist bei

Jessensky!®! zu finden.

Herstellung geordneter Poren Zur Herstellung geordneter Poren wurde das
in einem ersten Anodisierungsschritt gebildete porose Oxid durch Einlegen in eine
70°C heifse, saure Chrom(VI)-Oxid-Losung (1,8 w% CrO3 / 7,06 w% H3 POy (85%ig))
entfernt. Nach 5-6 Stunden wurden die Substrate zur Entfernung von Sdureresten
griindlich mit Reinstwasser gespiilt. Aufgrund der nun vorliegenden Vorstruk-
turierung stellte sich in einem anschliefenden zweiten Anodisierungsschritt von

Beginn an ein geordnetes Porenwachstum ein.

Ablésen des Aluminiums Zur Abtrennung des nicht oxidierten Aluminium-
anteils des Substrats wurde es bei Raumtemperatur solange in einer gesattigten

HgCly-Losung inkubiert, bis kein Aluminium mehr zu erkennen war.

Offnen der Porenbdden Das Ablésen des Barriereoxids erfolgte mit Hilfe
einer 5 w%-H3PO,4-Losung bei einer Temperatur von 30°C. Dabei wurde das Sub-
strat mit der Seite der Porenbdden, die sich durch einen ausgeprigten Glanz
auszeichnet, auf die Wasseroberfliache gebracht. Der Vorteil dieses Vorgehens liegt

darin, daR nicht die gesamte Porenstruktur mit der Atzlésung in Kontakt kommt,
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so daf ein chemisches Aufweiten der Poren weitestgehend verhindert wird. Der
Porenoffnungsprozels wurde beendet, sobald im Impedanzspektrum nur noch der

Widerstand des verwendeten Elektrolyten zu beobachten war.

Aufsputtern einer Goldschicht Um die porésen Substrate der Oberflachen-
modifikation mit Thiolen zugénglich zu machen, wurden diinne Goldschichten
einer Dicke zwischen 40 und 100 nm aufgesputtert. Nach der Reinigung der Sub-
strate im Argon-Plasma wurde dazu der Sputter Coater 108 auto der Firma Cres-
sington eingesetzt. Im Fall der durchgehend pordsen Oxide wurde die Unterseite

besputtert.

3.5.2 Praparation von self-assembly-Monoschichten auf

Goldoberflachen

Goldelektroden oder goldbesputterte Aluminate wurden durch Inkubation bei
Raumtemperatur in 1 mM ethanolischen Losungen der jeweiligen Thiole funktio-
nalisiert. Die Inkubationszeiten reichten von 1h (Mercaptoethylamin, MEA) bis
zur Inkubation iiber Nacht (Dipalmitoylphosphatidylthioethanol, DPPTE; Oc-
tadekanthiol, ODT). Vor Gebrauch wurden die Substrate griindlich mit Ethanol

gespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet.

3.5.3 Praparation von nano-BLMs

Mit DPPTE oder ODT funktionalisierte Aluminate wurden in die in Abb. 3.13 ge-
zeigte Teflonzelle eingebaut. Beide Kompartimente wurden mit Puffer gefiillt. An-
schliefend wurden 10 ul einer Losung aus Diphytanoylphosphatidylcholin (DPhPC,
1% w/v) und Octadecylamin (ODA, 0,025 % w/v) in n-Dekan auf die hydropho-
bisierte Oberflache (cis-Seite) gestrichen.
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3.5.4 Praparation von painted membranes

Mit DPPTE funktionalisierte Goldelektroden wurden in die in Abb. 3.8 gezeig-
te Teflonkammer eingebaut. 10 ul einer Losung aus DPhPC (1% w/v) und ODA
(0,025 % w/v) wurden auf die trockene Elektrode getropft. Nach 2-miniitiger In-
kubationszeit wurde intensiv mit Puffer gespiilt, um das organische Losungsmittel
zu entfernen. Es bildet sich ein Lipidfilm aus, der wegen seiner Interferenzfarben

als painted lipid membrane bezeichnet wird!™.

3.5.5 Praparation von Polyelektrolyt-Schichten

Alle Polyelektrolyte wurden mit einer Konzentration von 102 bzw. 5 - 1072 mo-
nomol 1! in Reinstwasser gelost und mit Schwefelsiure auf pH 5,6 eingestellt?.

Folgende Polyelektrolyte wurden verwendet:

Polyanion:
e Polystyrolsulfonsidure(PSS), M=70000 g/mol, ¢=10"2 monomol I'!

Polykationen:

Polyethylenimin(PEI), M=600 g/mol, ¢=10"2 monomol I"!

Polyethylenimin(PEI), M=2000 g/mol, ¢=10"2 monomol I"!

Polyethylenimin(PEI), M=750000 g/mol®, ¢=5-10"2 monomol I'*

Polydiallyldimethylammoniumchlorid(PDAC),
M=350000 g/mol , c=5-10"2 monomol I}

Die Polyelektrolyte wurden durch elektrostatische Adsorption auf einer Mercap-
toethylamin- oder Mercaptoethylsulfonsdure-Monoschicht prapariert. Dazu wur-
den die Substrate mit Hilfe eines automatischen Dipapparates in die jeweilige

Polyelektrolyt-Losung und anschlieffend zum Spiilen in Reinstwasser getaucht.

41 Monomol=1 Mol einer Monomer-Einheit
%im folgenden als PEI 750K abgekiirzt
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Zum Aufbringen von Multischichten wurde der Vorgang abwechselnd mit Poly-
anionen und Polykationen durchgefiihrt. Die Eintauchzeit betrug in jeder Losung
30 min. Nach Adsorption der letzten Schicht wurde der Tréger nochmals gespiilt

und im Stickstoffstrom getrocknet.

3.5.6 Adsorption von Purpurmembranen auf funktionali-

sierten Goldelektroden/pordsen Aluminaten

Vor der Zugabe von Purpurmembranen zur vorbereiteten Probe wurden sie mit
Hilfe eines Tip-Sonifiers der Firma Branson (Danbury, CT) fiir 2min unter Eis-
kiihlung beschallt. Anschliefsend wurde davon soviel in den Probenpuffer gegeben,
bis die gewiinschte Konzentration erreicht war. Da sich die Purpurmembranlo-
sung nur langsam im Puffer verteilte, wurde die Probe auf einem Magnetriihrer

platziert.

3.5.7 Praparation von Bacteriorhodopsin-haltigen Vesikeln

nach der reversed phase Methode

Zur Rekonstitution von Bacteriorhodopsin in Vesikel wurde die reversed phase
Methode verwendet. 1 mg der verwendeten Lipide wurden zusammen mit 1 ml
Diethylether, 500 ul Puffer und einem entsprechenden Volumen einer wafrigen
Suspension der Purpurmembranfragmente in einen Spitzkolben pipettiert. Das
Gemisch wurde 2min lang unter Eiskiihlung an einem Mikro-Tip (Branson So-
nifier 250, Branson) beschallt. Anschliefend wurde der Diethylether an einem
Rotationsverdampfer bei Raumtemperatur entfernt, bis sich eine gelartige Sus-
pension bildete. Nun wurden weitere 500 ul Puffer zugegeben, so dafs eine FEnd-
konzentration von 1mg/ml Lipid resultierte. Der restliche Diethylether wurde
durch 20miniitiges Verdampfen am Rotationsverdampfer entfernt. Die zuriickge-
kehrte rétliche Farbung zeigt den erfolgreichen Einbau des Bacteriorhodopsins in
die Vesikell®. Bei allen Versuchen wurde eine Lipidmischung aus 90 % Asolectin

und 10 % DPPA verwendet.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Aktivitat des lichtaktivierten Proteins Bac-
teriorhodopsin in poreniiberspannenden Membranen untersucht werden. Dazu
muifste das Protein zunédchst auf der Oberfliche des pordsen Substrats immo-
bilisiert werden. Fiir die Immobilisierung wurden die Stege zwischen den Poren
mit einer diinnen Goldschicht besputtert und dann chemisch funktionalisiert. Da
Purpurmembranfragmente eine negative Nettoladung aufweisen®” %! und auch
Bacteriorhodopsin, rekonstituiert in negativ geladenen Lipidmembranen eine ho-
here Aktivitit aufweist als in zwitterionischen®!l, wurde die Funktionalisierung
so gewihlt, dafs die Immobilisierung des Proteins iiber elektrostatische Wechsel-
wirkungen méglich war. Dabei wurden drei verschiedene Strategien verfolgt, die

in Abb. 4.1 schematisch skizziert sind:

Bei der ersten Strategie wurde die Goldoberfliche durch Chemisorption einer
Monolage aus Aminoalkanthiolen beschichtet. Tréger der positiven Ladung war
jeweils eine endstdndige Aminogruppe. Da der Ladungszustand dieser Gruppe
pH-abhéngig ist, durfte der verwendete pH-Wert nicht zu hoch gewahlt werden.
Es wurden zwei Alkanthiole eingesetzt, die sich in ihrer Kettenldnge unterschei-

den, Mercaptoethylamin (MEA) und Mercaptoundecylamin (MUA).

Der erste Schritt der zweiten Strategie bestand ebenfalls in der Chemisorption von
Alkanthiolen. Anschlieffend fand zuséatzlich eine Beschichtung mit Polyelektrolyt-
Multischichten in einem self-assembly-Prozefs statt. Fiir die letzte Schicht in die-
sem Prozef wurde jeweils ein Polykation gewahlt, um wiederum die Adsorption

iiber elektrostatische Wechselwirkungen sicherzustellen.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der drei verwendeten Strategien zur Oberflichenmodifi-
kation: A PM-Fragmente adsorbiert an nano-BLMs B PM-Fragmente adsorbiert an Aminoal-
kanthiolschichten C Bacteriorhodopsin-haltige Vesikel adsorbiert an Polyelektrolytschichten.

Bei der dritten Strategie wurden zunéchst sogenannte nano-BLMs auf dem Sub-
strat erzeugt. Dazu wurde ebenfalls in einem ersten Schritt eine Alkanthiolschicht
an die Goldoberflache chemisorbiert. Wahlweise wurde dazu auch ein Phospho-
lipid mit einer endstdndigen Thiolgruppe genutzt. Anschliefend wurde die zwei-
te Monoschicht durch Aufstreichen einer Losung eines Phospholipids, Diphyta-
noylphosphatidylcholin (DPhPC) und eines positiv geladenen Detergenzes, Octa-
decylamin (ODA) in n-Dekan prapariert. In diesem Fall war das Detergenz der
Tréger der fiir die Adsorption wichtigen positiven Ladung der Oberflichenbe-
schichtung.

Zunéchst wurde Bacteriorhodopsin auf Goldelektroden immobilisiert, um die
Eignung der drei Strategien im Hinblick auf das Adsorptionsverhalten und die

Aktivitat des Proteins an der Oberfliche zu bewerten.
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4.1 Theoretische Betrachtungen zur

., aktiven Flache*

Zur Charakterisierung von Lipiddoppelschichten wurden im Rahmen dieser Ar-
beit mittels Impedanzspektroskopie die Membrankapazitaten bestimmt. Zur Eva-
luation der Aktivitdt von Bacteriorhodopsin auf den pordsen Aluminaten war die
lichtinduzierte Stromdichte ein wichtiger Parameter. Beides sind flichenbezoge-
ne Grofken. Die Normierung auf die Fldche ist wie bei allen flichenintensiven
Mefgrofsen insofern wichtig, dafs zum einen die Ergebnisse, die bei Verwendung
unterschiedlich dimensionierter Substrate erhalten werden, vergleichbar werden.
Zum anderen sind so auch Vergleiche mit Literaturwerten moglich. Doch welche
Flache wird zur Normierung der beiden elektrischen Grofsen herangezogen? Bei
planaren Substraten, z. B. einer Goldelektrode oder einer Schwarzen Membran ist
die Antwort offensichtlich. Beim erstgenannten System ist es die Elektrodenflé-
che, beim zweiten die Grofe des Lochs in der Trennwand. Bei pordsen Substra-
ten, wie den in dieser Arbeit verwendeten Aluminaten sind zwei Varianten der
Flachennormierung denkbar. Einerseits konnte man wie bei den genannten Syste-
men die gesamte Fliache, also die geometrische Flache des Dichtrings, zugrunde
legen. Andererseits wire es vorstellbar, nur den porésen Anteil der Gesamtfla-
che zu verwenden, da z. B. die Ionenleitung nur innerhalb der Elektrolyt-gefiillten
Poren stattfinden diirfte. Die beiden Moglichkeiten basieren auf zwei Modellen,
die im folgenden als parallel-layer- bzw. series-layer-Modell bezeichnet werden.
Sie unterscheiden sich im Wesentlichen darin, ob zwischen den einzelnen Poren
elektrischer Kontakt besteht. Wird dies bejaht, so wird das System bei der Auf-
stellung eines Frsatzschaltbildes in serielle Schichten senkrecht zur Stromrichtung
eingeteilt, im entgegengesetzten Fall parallel dazu. Diese Vorgehensweise wird in

Abb. 4.2 schematisch dargestellt.

parallel-layer-Modell

Fiir das parallel-layer-Modell ergibt sich aufgrund des oben skizzierten Vorge-

hens das in Abb.4.3 A gezeigte Ersatzschaltbild. Sowohl die Lipiddoppelschicht
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Abb. 4.2: A Schematische Darstellung eines Membran-iiberspannten porésen Aluminats. B
parallel-layer-Modell: Einteilung in Schichten parallel zur Stromrichtung. C series-layer-Modell:

Einteilung in Schichten senkrecht zur Stromrichtung.

als auch das Aluminiumoxid werden darin als Parallelschaltung aus Kapazitét
C und Leitfahigkeit G dargestellt, wobei die Indizes m fiir die Membran bzw.
ox fiir das Oxid verwendet werden. Dem Teil der Membran, der sich auf den
Porenstegen befindet wird die Leitfahigkeit G,,; zugeordnet, dem Teil, der sich
iiber den Poren befindet die Leitfdhigkeit G,,5. Die Leitfdhigkeit der Elektrolyt-

gefiillten Poren wird als GG, bezeichnet. Bezieht man sich auf den Gleichstromfall,

A B

G,
HH L1

le Cox
o— G —0 O— —O0
m2

_D-| ' —1 I}
- 5 G. G
Co

Abb. 4.3: A Ersatzschaltbild, das sich fiir poreniiberspannende Membranen nach dem parallel-
layer-Modell ergibt. G,,=O0xidleitfahigkeit, C,,=0xidkapazitit, G,,=Membranleitfahigkeit,
G=Membrankapazitét, G, Leitfahigkeit in den Poren. B Vereinfachtes Ersatzschaltbild im
Gleichstromfall.

so kann man die Darstellung auf die Leitfahigkeiten reduzieren. Das resultieren-

de Ersatzschaltbild (Abb. 4.3 B) besteht aus zwei Zweigen, die jeweils aus zwei
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Leitfahigkeiten bestehen, und nicht elektrisch miteinander verbunden sind. Bei

in Reihe geschalteten Leitfahigkeiten wird das elektrische Verhalten wegen

L_ 11
Gges_Gl GQ

(4.1)

durch die jeweils kleinere Leitfahigkeit bestimmt. Im vorliegenden Ersatzschalt-

bild gelten folgende Relationen:
Gor < G,y und G, < G, (4.2)

Das Ersatzschaltbild kann daher zu dem in Abb. 4.4 dargestellten vereinfacht wer-
den. Es besteht aus einer Parallelschaltung aus Oxidleitfahigkeit und dem Teil
der Membranleitfahigkeit, die dem poreniiberspannenden Teil der Membran zu-

geordnet wird. Da wiederum gilt G, < G,,, fliet der Strom hauptséchlich iiber

G

ox

_D_

—]

G

m2

Abb. 4.4: Vereinfachtes Ersatzschaltbild fiir das parallel-layer-Modell nach Zusammenfassung
der jeweils seriell geschalteten Elemente aus Abb. 4.3 B.

den unteren Zweig mit der Membranleitfahigkeit GG,,2. Die zugehorige spezifische

Leitfahigkeit fiir diesen Zweig ist definiert als:

GmQ
A

P

Gv =

(4.3)

mit A, als pordser Fliache. Die Aufstellung eines Ersatzschaltbildes nach dem
parallel-layer-Modell und die anschlieffende Vereinfachung macht deutlich, daft
sich die spezifische Leitfahigkeit G*? in diesem Modell durch Normierung mit der
porosen Fléche ergibt. Dies verhalt sich anders, wenn man das series-layer-Modell

zugrunde legt.
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series-layer-Modell

Beim series-layer-Modell wird das System in zwei Schichten eingeteilt, die im
Ersatzschaltbild seriell verkniipft werden. Die erste Schicht ist in diesem Fall
die Lipidmembran, die zweite ist das sogenannte Kanalfeld, bestehend aus dem
porosen Substrat mit Elektrolyt-gefiillten Poren und Porenstegen. Die Membran
wird erneut unterteilt in einen Teil, der sich auf den Porenstegen befindet mit der
Leitfahigkeit GG,,; und einen Teil, der die Poren bedeckt mit der Leitfahigkeit G 5.
Abb. 4.3 zeigt das komplette Ersatzschaltbild, sowie die Vereinfachung fiir den
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Abb. 4.5: A Ersatzschaltbild, das sich fiir poreniiberspannende Membranen nach dem series-
layer-Modell ergibt. G,,=O0xidleitfahigkeit, C,,=0xidkapazitit, G,,=Membranleitfahigkeit,
G=Membrankapazitét, G, Leitfahigkeit in den Poren. B Vereinfachtes Ersatzschaltbild im
Gleichstromfall.

Gleichstromfall, bei dem erneut nur die Leitfahigkeiten berticksichtigt werden. Die
Indizes wurden parallel zur Beschreibung des parallel-layer-Modells verwendet.
In der Parallelschaltung aus Porenleitféhigkeit G, und Oxidleitfahigkeit G, kann

letztere vernachléssigt werden, da gilt:
Gges = Gox + Gp ~ Gp mit Gp > Gox (44)

Dadurch ergibt sich das in Abb. 4.6 gezeigte Ersatzschaltbild. Eine Vereinfachung
der Parallelschaltung der beiden Membranleitfahigkeiten ist auf diesem Wege
nicht moglich. Sehr wohl lafst sich analog die Gesamtleitfdhigkeit berechnen:

Ges = Gt + Gony = G+ Agpeg + G- Ay = G+ (Agpeg+ Ay) = G- Agey (4.5)
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Die spezifische Leitfahigkeit in diesem Modell ergibt sich also — im Gegensatz

zum parallel-layer-Modell — durch Normierung mit der gesamten Fléche.

Die Frage, welches Modell ,richtig* oder ,falsch“ist, kann hier nicht abschlie-
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G..
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Abb. 4.6: Vereinfachtes Ersatzschaltbild fiir das series-layer-Modell. Das Kanalfeld wird auf-
grund der wesentlich grofieren Leitfahigkeit im Vergleich mit dem Oxid nur noch durch G,

beschrieben.

Kend beanwortet werden. Vielmehr gibt es sowohl fiir das eine als auch das ande-
re Modell Argumente. Beispielsweise fithrte Drexler!®? impedanzspektroskopische
Messungen an Aluminaten mit geschlossenen Poren durch. Das Barriereoxid in
diesem System wird elektrisch ebenfalls durch eine Parallelschaltung aus Kapa-
zitdt und Leitfahigkeit beschrieben, so dak dieses System analog zu dem hier
beschriebenen behandelt werden kann. Bei Vergleichen mit Impedanzspektren
reiner Barrieroxide wurden keine Unterschiede festgestellt. Sie schlof daraus, dafs
das Kanalfeld nicht detektiert wird und daher die geometrische Fliache des Dicht-
rings zur Flachennormierung herangezogen werden mufs. Andererseits besteht ein
wichtiger Unterschied zwischen den beiden Modellen darin, ob elektrischer Kon-
takt zwischen der Membranfliche auf den Porenstegen und den Poren besteht.
Da die Stege durch Chemisorption mit Oktadekanthiol oder Dipalmitoylphospha-
tidylthioethanol modifiziert wurden, darf bezweifelt werden, ob dieser Kontakt

besteht.

Um eine einheitliche Beurteilung aller Experimente zu gewahrleisten, wurden im
Rahmen dieser Arbeit alle flachenintensiven Grofsen auf die pordse Fléiche bezo-
gen, die sich aus der geometrischen Fléche des Dichtrings multipliziert mit der

Pordsitat des Substrats ergibt.
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4.2 Adsorptionsverhalten von Membranfrag-
menten an modifizierten Goldoberflachen

Um im Vorfeld die Eignung verschiedener Modifikationsstrategien fiir die Im-
mobilisierung von Bacteriorhodopsin zu evaluieren, wurden Quarzmikrowaage-
messungen durchgefiihrt. Diese werden im folgenden Kapitel im Detail geschil-
dert. Im Gegensatz zu den pordsen Substraten ist zu beriicksichtigen, dafs bei
den Quarzmikrowaagemessungen eine planare Goldelektrode als unterstiitzendes
Festkorpersubstrat dient. Bei der Ubertragung der hier gewonnenen Ergebnisse
auf die porésen Aluminiumoxide sollten resultierende Unterschiede, z.B.in der

Oberflachenladungsdichte beriicksichtigt werden.

4.2.1 Adsorption an geladene Thiolmonoschichten

Bei der ersten der drei geschilderten Strategien zur Immobilisierung von Bacterio-
rhodopsin wies die Quarzelektrode aufgrund der Chemisorption von Thiolen mit
Aminfunktion eine positive Oberflachenladungsdichte auf. Der Adsorptionsprozefs
von Purpurmembranfragmenten ist fiir die beiden verwendeten Aminoalkanthiole
in Abb. 4.7 gezeigt. Es ist sowohl die Frequenzénderung als auch die Dissipati-
onsanderung gegen die Zeit aufgetragen. Es ergaben sich maximale Frequenzén-
derungen von 320 bzw. 570 Hz und Dissipationsinderungen von 96 und 134 -10~¢
fiir Mercaptoethylamin (MEA) bzw. Mercaptoundecylamin (MUA). Nach weite-
ren Zugaben konnten keine Frequenz- oder Dissipationsidnderungen mehr beob-
achtet werden. Als dritte QCM-D-Messung ist in Abb. 4.7 zum Vergleich die Ad-
sorption von Membranfragmenten an einer unmodifizierten Goldoberfléche dar-
gestellt. Frequenz- bzw. Dissipationsinderungen von 80Hz bzw.20-107% zeigen
deutlich, daf auch an nicht modifizierten Goldelektroden unspezifische Adsorpti-
on stattfand. Die Wirkung der hohen Oberflichenladungsdichte bei den modifi-
zierten Elektroden ist jedoch offensichtlich. Der Unterschied im Adsorptionsver-
halten an MEA und MUA 1dt sich durch die unterschiedliche Kettenlinge der

beiden Thiole erklaren.
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Mit zunehmender Anzahl an C-Atomen nehmen auch hydrophobe und van-der-
Waals-Wechselwirkungen zwischen den Alkanen zu. Bei der MUA-Monoschicht
konnte dies zu einer geordneteren, dichteren Packung der positiven Ladungen an

der Oberflache fiithren.
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Abb. 4.7: Frequenz- und Dissipationsdnderungen bei Adsorption von Purpurmembranen an
eine MEA-Monoschicht (A), an eine MUA-Monoschicht (O) und an eine unmodifizierte Gold-
elektrode (o). Die Messungen wurden in 10 mM BisTris/HCl, pH 5,6 durchgefiihrt. Es wurden

PM-Fragmente mit einer Endkonzentration von 8-1072 mg/ml Protein zugegeben.

4.2.2 Adsorption an Polyelektrolyt-Schichten

Polyelektrolyte sind Polymere, die mehrere ionische Gruppen entlang der Ket-
te tragen. Sie lassen sich nach dem Vorzeichen der Ladung in Polyanionen und
Polykationen einteilen. Sie riickten in den letzten Jahren verstirkt in das In-
teresse wissenschaftlicher Untersuchungen, seitdem Decher 1997 die layer-by-
layer-Technik zur Herstellung von Polyelektrolyt-Schichtsystemen beschriebl®?l.
Abb. 4.8 zeigt die Praparation einer solchen Multischicht, die sehr einfach in ei-
nem self-assembly-Prozeft durch alternierende Adsorption entgegengesetzt gela-
dener Polyelektrolyte hergestellt werden kann. Der oben gegebenen Definition zu-
folge konnen neben synthetisch hergestellten Polyelektrolyten wie Polystyrolsul-
fonsdure (PSS), Polyethylenimin (PEI) oder Polydiallyldimethylammoniumchlo-
rid (PDAC) auch biologische Polymere wie DNA, RNA oder viele Proteine als
Polyelektrolyte bezeichnet werden. Daneben erwiesen sich auch andere geladene

Nanopartikel (Latex-Kugeln, Nanoréhren, Metalloxidpartikel wie Fe3O4, MnOa,
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TiO;) sowie Lipiddoppelschichten mit hohem Anteil an geladenen Lipiden als ge-
eignet, als Substrat in der layer-by-layer-Technik zu fungieren. Dementsprechend
grofs ist die Vielfalt an Polyelektrolyt-Schichtsystemen, die in der Literatur be-

schrieben werden!®4.

Fiir die Quarzmikrowaagemessungen wurden die Polyelektrolytschichten vor dem
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Abb. 4.8: Layer-by-layer-Adsorption von Polyelektrolyten auf einer pordsen Oberfliche (nach

Krasemann & Tiekel®l).

Einbau des Quarzes in die Mefskammer prapariert. Auf die Kontrolle des Adsorp-
tionsprozesses, z.B. mit Hilfe von schichtdickensensitiven Methoden wurde in
dieser Arbeit verzichtet. Drexler zeigte jedoch durch Quarzmikrowaagemessungen
die Zuverlassikeit der layer-by-layer-Technik. Elektronen- und rasterkraftmikro-
skopische Untersuchungenl®>9:97l zeigten zudem, daf die Poren pordser Alumi-
nate nicht gefiillt, sondern von den Polyelektrolyt-Schichten iiberspannt werden.
Bei fritheren Untersuchungen zu Polyelektrolyt-beschichteten Goldoberflichen!*®!
wurden durch die Adsorption von Purpurmembranen keine signifikanten lichtin-
duzierten Strome erzielt. Auf die Quantifizierung der Adsorption mit Hilfe der
Quarzmikrowaagetechnik wurde daher in dieser Arbeit verzichtet. Bessere Er-
gebnisse lieferte ein anderer Ansatz, Bacteriorhodopsin auf den Polyelektrolyt-
Schichten zu immobilisieren, bei dem das Protein in Vesikel rekonstituiert wurde.
Da die Adsorption iiber elektrostatische Wechselwirkungen erreicht werden sollte,

wurde fiir die Vesikel ein Anteil von 10-20% an negativ geladenen Phospholipiden

verwendet.
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Mit Hilfe der dissipativen Quarzmikrowaagentechnik ist es nicht nur moglich die
Adsorption der Vesikel iiber die Frequenzénderung zu verfolgen. Die gleichzei-
tige Detektion der Dissipationsianderung macht es moglich, Aussagen iiber das
Spreitverhalten der Vesikel zu machen. So konnten z. B. Keller et. al.l?! je nach
Oberflache zwischen Adsorption intakter Vesikel und Ausbildung einer planaren
Lipiddoppelschicht unterscheiden. Faiss et. all'®! zeigten, daf der Ubergang von
der Adsorption intakter Vesikel zum Spreiten der Vesikel durch Erhéhung der

Oberflachenladungsdichte induziert werden kann.

Da es bei den im folgenden dargestellten Experimenten in erster Linie darum
ging, zu klaren, ob die bR-Vesikel auf einer Polyelektrolyt-Schicht spreiten, wur-
de jeweils nur eine Polykation-Schicht auf dem Quarz aufgebaut. Bei den spéteren
Aktivitdtsmessungen auf den pordsen Substraten wurden dagegen Multischichten
aus alternierenden Polykation- und Anion-Lagen aufgebaut, um eine vollstandige
Bedeckung der Poren zu gewéhrleisten. Bei der Bewertung der Ergebnisse mufs
daher evtl. die durch Interkalation der Schichten bedingte Verringerung der Ober-
flachenladungsdichte beriicksichtigt werden.

Fiir den Aufbau von Polyelektrolyt-Schichten wurde zunéchst eine Monoschicht
aus Mercaptoethansulfonsdure an die Goldelektrode chemisorbiert. Die dadurch
negativ geladene Oberfliche war Ausgangspunkt fiir die Adsorption verschiedener
Polykationen. Einige Versuche wurden mit einer Doppelschicht aus dem Polyanion
Polystyrolsulfonséure (PSS) und Polyethylenimin als Polykation durchgefiihrt. In

diesem Fall wurde zunéchst eine Mercaptoethylamin-Monoschicht chemisorbiert.

Abb. 4.9 zeigt exemplarisch den typischen Kurvenverlauf bei Adsorption bR-
haltiger Vesikel an eine Polykation-Schicht, in diesem Fall an eine PDAC-Schicht.
Die starke Frequenzidnderung zeigt, dak die Vesikel zwar an die Oberfliche ban-
den, die kontinuierliche Dissipationszunahme weist aber darauf hin, daf sie intakt
blieben und zumindest nicht alle spreiteten. Das Experiment wurde mit weiteren
Polykationen durchgefiihrt, um zu kliaren, ob evtl. die chemische Struktur der Po-

lymere Einflufl auf den Adsorptions- und Spreitprozefs der Vesikel hat. Abb.4.10
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Abb. 4.9: Frequenz- und Dissipationsdnderungen bei Adsorption von bR-haltigen Vesikeln an

Polykationen, in diesem Fall an eine PDAC-Schicht. Die Lipidkonzentration im Kreislauf betrug
1,5 mg/ml. Die Messung wurde in 100 mM NasSO4 durchgefiihrt.

zeigt eine Zusammenstellung der maximalen Frequenz- und Dissipationsdnde-
rungen bei Adsorption der bR-haltigen Vesikel an die einzelnen Polykationen.
Es zeigte sich, dals alle verwendeten Polymere geeignet waren, die bR-haltigen
Vesikel an der Oberflache zu binden. Die groften Frequenz- und Dissipationsén-
derungen traten mit (400+120) Hz bzw. (82410)-107% bei PDAC als Polykation

auf. Ein Spreiten der Vesikel, angezeigt durch einen zweistufigen Prozeft, konnte
bei keiner Messung beobachtet werden.
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Abb. 4.10: Ubersicht iiber die Frequenz- und Dissipationsinderungen bei Adsorption von bR-
haltigen Vesikeln an die verwendeten Polykationen.
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4.2.3 Adsorption von Purpurmembranen an painted mem-

branes

Die dritte Strategie der Immobilisierung von Bacteriorhodopsin bestand - bei den
porosen Substraten - in der Adsorption an nano-BLMs. Um diese Art von Mem-
bran auf der Quarzelektrode zu simulieren, wurden painted membranes verwendet.
Sie enthielten zu 2,5 % das positiv geladene Detergenz Octadecylamin (ODA), um

Adsorption iiber elektrostatische Wechselwirkungen zu begiinstigen.

Charakterisierung der Membran mittels Impedanzspektroskopie Vor
der Zugabe von PM-Fragmenten zur Membran wurden Impedanzspektren auf-
genommen, um die Qualitdt der Membranpraparation zu kontrollieren. Da in
keinem Fall im beobachteten Frequenzfenster ein Membranwiderstand detektiert
werde konnte, wurde das Ersatzschaltbild in Abb. 3.4 B verwendet. Darauf basie-
rend wurde aus den Spektren durch nichtlineare Kurvenanpassung an die Mef-
daten der Wert der Membrankapazitit C,, extrahiert. Bei der Préparation von
painted membranes aus zwei Monoschichten wurde nach jeder Schicht ein Impe-
danzspektrum aufgenommen. Die erste Monoschicht wurde durch Chemisorption
von Oktadekanthiol (ODT) oder Dipalmitoylphosphatidylthioethanol (DPPTE)
aufgebaut, die zweite in einem self-assembly-Prozefs durch Aufstreichen einer Lo-
sung von Diphytanoylphosphatidylcholin (DPhPC) und Oktadecylamin (ODA) in
n-Dekan. Abb.4.11 zeigt beispielhaft Spektren einer ODA-Monoschicht (o) und
der Doppelschicht (O). Bei hohen Frequenzen ist der Elektrolytwiderstand abzule-
sen, wihrend bei Frequenzen < 10 Hz das Impedanzverhalten durch die Kapazi-
tat der Mono- bzw. Doppelschicht dominiert wird. Nichtlineare Kurvenanpassung
der Daten an die Parameter des Ersatzschaltbildes in Abb. 3.4 B lieferte folgende
Werte fiir die Monoschichten:

e ODT: C=(1,240,2) uF /cm?
e DPPTE: (C=(1,840,7) uF/cm?
und fiir die Doppelschichten:

e ODT/DPhPC: C=(0,434+0,05) uF /cm?

e DPPTE/DPhPC: C=(0,940,3) piF /em?
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Abb. 4.11: Impedanzspektrum einer mit ODT funktionalisierten, planaren Goldelektrode
vor (o) und nach (O) der Ausbildung einer painted membrane. Die durchgezogene Linien sind das
Ergebnis einer Kurvenanpassung auf der Basis des in Abb. 3.4 B gezeigten Ersatzschaltbildes.

Fitparameter: Copr=1,1 uF/cm?, Copr/pphpc=0,4 pF/cm?, R.—=140

Adsorptionsverhalten Abb.4.12 zeigt den Adsorptionsprozefs von Purpur-
membranfragmenten an diese Oberflache. Es ist sowohl die Frequenzénderung
als auch die Dissipationsénderung gegen die Zeit aufgetragen. Es wurde eine ma-
ximale Frequenzinderung von 45 Hz und eine Dissipationsinderung von 10-10~°
ermittelt. Nach weiteren Zugaben konnte keine Frequenz- oder Dissipationsdnde-

rung mehr beobachtet werden.
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Abb. 4.12: Frequenz- und Dissipationsidnderungen bei Adsorption von Purpurmembranen an
painted membranes. Die Messungen wurden in 10 mM Tris/HCl, 100 mM KCl, pH 7,4 durchge-

fiihrt. Es wurden PM-Fragmente mit einer Endkonzentration von 5-10~3 mg/ml zugegeben.
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4.3 Messung der Aktivitat lichtaktivierter

Proteine

Die Untersuchung des Adsorptionsverhaltens von PM-Fragmenten bzw. bR-hal-
tigen Vesikeln mit Hilfe der Quarzmikrowaagetechnik hat gezeigt, daf bei allen
Strategien zur Funktionalisierung der Oberflache Bacteriorhodopsin auf den Gold-
elektroden immobilisiert wurde. Im folgenden wurde die Aktivitdt des Proteins

auf diesen Substraten untersucht.

4.3.1 Bacteriorhodopsin in Purpurmembranen

Zur Untersuchung der Aktivitat von Bacteriorhodopsin in Purpurmembranen auf
der Oberfliche von modifizierten Goldelektroden und pordésen Aluminaten wur-
de die lichtinduzierte Protonenpumpaktivitit genutzt. Die Belichtung des Prote-
ins fithrt zu einem Protonenstrom, der mit Hilfe der in Kap. 3.3 beschriebenen
Strommefapparatur aufgezeichnet wurde. Vor der Immobilisierung des Bacterior-
hodopsins wurde jeweils die Stromantwort des verwendeten Festkorpersubstrats
bei Belichtung gemessen. Die dabei auftretenden Strome werden als Photoarte-
fakte bezeichnet. Sie sind stark von der Natur des Festkorpers und dessen Vor-
behandlung abhéngig. Mogliche Ursachen fiir das Auftreten von Photoartefakten
sind Absorption von Photonen in der Metalloberfliche und dadurch induzierte
Ladungstrennung und -verschiebung innerhalb des Festkorpers. Da die im Rah-
men dieser Arbeit gemessenen Artefakte sich in Abhéngigkeit vom verwendeten
Substrat in Form und Groéfe stark unterscheiden, werden sie im folgenden jeweils
zusammen mit den entsprechenden Bacteriorhodopsin-Stromen vorgestellt. Die
Aktivitdt des Proteins in Abhéngigkeit von der jeweiligen Oberflachenmodifika-
tion wurde sowohl auf planaren Goldelektroden als auch auf porésen Aluminaten
untersucht. Im folgenden werden zunéchst die Ergebnisse der Préparationen auf

den Goldelektroden geschildert.
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4.3.1.1 Aktivitat auf planaren Goldoberflichen
Aktivitiat auf geladenen Thiolschichten

Die Aktivitdat von Bacteriorhodopsin, immobilisiert auf geladenen Thiolmono-
schichten wurde schon von Steinem!®! untersucht. Die Methode ist sehr einfach
und zuverléssig und wurde daher im Rahmen dieser Arbeit auch zur standardma-
figen Kontrolle der Aktivitat des Proteins genutzt. Abb. 4.13 zeigt das Ergebnis
der Belichtung dieses Systems und den entsprechenden Photoartefakt bei Belich-
tung der Mercaptoethylamin (MEA )-beschichteten Goldelektrode vor der Adsorp-

tion von Purpurmembranfragmenten. Ein positiver Strom entspricht einem Flufs

500 |
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)

Abb. 4.13: Stromantwort einer mit Mercaptoethylamin beschichteten Goldelektrode vor (1)
und nach (2) der Immobilisierung von Purpurmembranfragmenten. Die Immobilisierung erfolgte
durch Inkubation mit beschallten PM-Fragmenten (0,1 mg/ml). Die Messung wurde in 10 mM
BisTris/HCI, pH 5,6 durchgefiihrt. Der Photoartefakt ist zur besseren Ubersichtlichkeit um
-300nA /cm? verschoben.

von positiven Ladungen zur Goldelektrode. Die Stromantwort ist durch zwei tran-
siente Strome gekennzeichnet, die beim Ein- bzw. Ausschalten des Lichts auftre-
ten. Der erste Strompeak kann auf die Pumpaktivitdt des Proteins zuriickgefiihrt
werden, der zweite ist das Ergebnis von passiven Ladungsverschiebungen. Die ge-
messenen Maximalstromdichten beim Einschalten lagen bei (3704+130) nA /cm?.
Photoartefakte traten bei diesem System wie im gezeigten Beispiel gar nicht oder

in Form eines Rechteckstroms von wenigen Nanoampere Grofe auf. Bei Beschich-
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tung mit Mercaptoundecylamin (MUA) wurden ebenfalls zwei transiente Stréome

beobachtet. Die Maximalstromdichten betrugen hier (60+30) nA /cm?.

Aktivitat auf Polyelektrolytschichten

Wie in Kap.4.2.2 geschildert wurde Bacteriorhodopsin zur Immobilisierung auf
Polyelektrolyt-Schichten in Vesikel rekonstituiert. Die Aktivitdtsmessungen zu
diesem System wurden bereits in einer fritheren Arbeit durchgefithrt!*l. Abb. 4.14
zeigt beispielhaft die Stromantwort von Bacteriorhodopsin-haltigen Vesikeln ad-
sorbiert auf einer PDAC-Schicht. Es wurden zwei transiente Strome beim Ein-
und Ausschalten des Lichts beobachtet. Es traten bei der Belichtung der be-
schichteten Goldelektrode nur geringe Photoartefakte auf, die eindeutig von dem

Bacteriorhodopsin-Signal unterschieden werden konnten. Die Aktivitéit des Pro-

100 +

~ I
5L e
< Jor - \( -
—
= |ous
50 — o
I lon
0 1 2 3 4 5
t/s

Abb. 4.14: Stromantwort von bR-haltigen Asolectin/DPPA-Vesikeln (10mol% DPPA, Li-
pid/Protein=1/100), adsorbiert an eine PDAC-Schicht (1) und vom Polykation allein (2), ge-
messen in 10 mM BisTris/HCl, pH5,6. Die Stromantwort ohne bR ist aus Griinden der Uber-

sichtlichkeit um -60 nA/cm? verschoben.

teins wurde ferner durch Verringerung des Lipid-Protein-Verhéltnisses und der
einhergehenden Abnahme der Maximalstromdichte nachgewiesen (Daten nicht ge-
zeigt). Die Maximalstromdichten in Abhéngigkeit vom verwendeten Polykation
sind in Abb. 4.15 aufgefiihrt. Es zeigte sich, daf die besten Resultate bei Verwen-

dung hochmolekularer Polykationen erzielt wurden.
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Abb. 4.15: Zusammenfassende Darstellung der maximalen Stromdichten bei Adsorption bR-
haltiger Vesikel an unterschiedliche Polykationen bzw.im Fall von PEI 750K einer zusétzlichen

Polyanion-Schicht.

Aktivitat auf painted membranes

Die Aktivitat von Bacteriorhodopsin in Purpurmembranen, adsorbiert an painted
membranes wurde wieder durch Messung der lichtinduzierten Protonenpumpak-
tivitat tiberpriift. In Abb.4.16 sind die transienten Strome nach Belichtung des
Systems gezeigt. Aufserdem ist die Stromantwort der Lipidmembran vor der Ad-
sorption der Purpurmembranfragmente dargestellt. Im gezeigten Beispiel wurden
Maximalstromdichten beim Einschalten von 265 nA /cm? erreicht. Der Stromfluf
fiel anschliefend nicht ganz auf J = 0 ab, sondern verblieb bis zum Ausschalten
des Lichts auf einem Niveau von ca.1nA/cm?. Der dargestellte Kurvenverlauf
ist charakteristisch fiir alle Préparationen, die gemessenen Maximalstromdichten
variierten jedoch in einem groRen Bereich zwischen 15-270nA /cm?, was durch
die Menge und Orientierung der adsorbierten Membranfragmente erklart werden
kann. Wie schon bei den im vorigen Kapitel beschriebenen Messungen wurde
hier kein Photoartefakt beobachtet. Da letzterer jedoch unregelméfig und un-
reproduzierbar auftrat, ist der kleine stationdre Strom wahrend der Belichtung

moglicherweise auf Photoartefakte zuriickzufiihren.
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Abb. 4.16: Stromantwort einer mit einer painted membrane beschichteten Goldelektrode
vor (1) und nach (2) der Immobilisierung von Purpurmembranfragmenten. Die Immobilisierung
erfolgte durch Inkubation mit beschallten PM-Fragmenten (0,1 mg/ml). Die Messung wurde in
10 mM Tris/HCI, 100 mM KCl, pH 7,4 durchgefiihrt. Der Photoartefakt ist zur besseren Uber-

sichtlichkeit um -50 nA /cm? verschoben.

Im folgenden wurde die Maximalstromdichte beim Einschalten des Lichts als cha-
rakteristische Grofe fiir den Pumpstrom des Bacteriorhodopsins gewéhlt. Abb.
4.17 A zeigt beispielhaft den zeitlichen Verlauf der Maximalstromdichten nach
Zugabe der PM-Fragmente zum Zeitpunkt ¢ = 0. Der kontinuierliche Anstieg der
Maximalstromdichte verdeutlicht die zunehmende Immobilisierung von Bacterio-
rhodopsin auf der Oberflache. Nach ca. 50 min war dieser Prozel abgeschlossen

und die Stromdichte erreichte ihren maximalen Wert.

Aktionsspektrum Zur weiteren Charakterisierung des lichtinduzierten Proto-
nenstroms wurde ein Aktionsspektrum aufgenommen. Abb.4.17 B zeigt die nor-
mierten Maximalstromdichten beim Einschalten des Lichts in Abhéngigkeit von
der Wellenldnge. Die gestrichelte Linie stellt einen Gauss-Fit an die Daten dar.
Zum Vergleich ist das normierte Absorptionspektrum einer PM-Suspension mit
dem charakteristischen Absorptionsmaximum von Bacteriorhodopsin bei A,,..=
568 nm gezeigt. Das Aktionsspektrum von an painted membranes adsorbierten

Purpurmembranen ist im Vergleich dazu um ca. 20 nm rotverschoben.
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Abb. 4.17: A Zeitlicher Verlauf der Maximalstromdichten beim Einschalten des Lichts nach
Zugabe der PM-Fragmente. Die durchgezogene Linie soll lediglich den Kurvenverlauf ver-
deutlichen. B Aktionsspektrum von Bacteriorhodopsin, immobilisiert auf painted membranes.
Die wellenldingenabhéngigen Maximalstromdichten wurden durch Verwendung von Interferenz-
Bandfiltern erhalten und um das Lampenspektrum korrigiert. Die gestrichelte Linie stellt einen
Gauss-Fit an die Daten dar, die durchgezogene Linie ist das Absorptionsspektrum einer PM-

Suspension.

Theoretische Beschreibung der lichtinduzierten Protonenstrome Die
theoretische Beschreibung der lichtinduzierten Protonenstrome basiert auf dem
Ersatzschaltbild in Abb.4.18. R, und C, reprasentieren den Widerstand und
die Kapazitidt der PM-Schicht, aktives Bacteriorhodopsin wird als Stromquelle
I

»(t) dargestellt. In der impedanzspektroskopischen Charakterisierung der pain-

ted membranes (Kap. 4.2.3) zeigte sich, daf der Membranwiderstand so grof war,
dafs er im beobachteten Frequenzfenster nicht detektiert werden konnte. Da daher
von einer sehr geringen Protonenleitfahigkeit ausgegangen werden kann, verein-
facht sich die Beschreibung der Lipidmembran in diesem Fall zu dem bereits
in Abb. 3.4 gezeigten Ersatzschaltbild mit C), . als Summe aus Membran- und
Grenzschichtkapazitit. Der Widerstand des Elektrolyten R, wird zur Vereinfa-
chung der Knotenanalyse des Netzwerks vernachléssigt. Durch Absorption von
Licht erzeugt Bacteriorhodopsin einen Pumpstrom I,,, der eine Spannung V), iiber
der Purpurmembran aufbaut. Unter der Kurzschlukbedingung, daf iiber den bei-
den Lipidmembranen die gleiche Spannung abfillt (V,, = V;,,), gilt nach Herrmann
und Rayfield? ein linearer Zusammenhang zwischen I, und V,:

Iy = Iyo ((1 - %) (4.6)
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Abb. 4.18: Ersatzschaltbild zur Beschreibung der an painted membranes adsorbierten PM-
Fragmente. I, bezeichnet den Protonenstrom, der durch Belichtung des Bacteriorhodopsins
erzeugt wird. Der Pfeil gibt die positive Stromrichtung an. R, und C}, reprasentieren den Wi-
derstand und die Kapazitdt der PM-Schicht. Die Kapazitdten der painted membrane und der
Goldelektrode wurden zu Cejr, zusammengefafit. V,, und V,,, bezeichnen den Spannungsabfall

iiber den entsprechenden Elementen.

I,0 bezeichnet den Pumpstrom bei V,, = 0, V* ist eine Konstante. Die Knoten-

analyse des Ersatzschaltbildes in Abb. 4.18 liefert folgende Differentialgleichung;:

. I
(Cp + Crra)Vy + (G + 72)Vp = Iy (4.7)

Fiir den Strom nach dem Einschalten des Lichts liefert die Losung der Differen-

tialgleichung 4.7 folgendes Ergebnis:

1) = Tnasan 50 (——— ) (4.8)

TG/I’L

mit der Abkiirzung

Cm+el
Imaz an — Io—F7—
) pO Op + Om+el

und der Zeitkonstanten
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o CYp + Cerel
an — T 7 I

4.10
G+ 12 Y

Der Pumpstrom I, und damit auch 1,4, Lse und 7,, hiingen nach Bamberg!*]

wie folgt von der Lichtintensitdt L ab:

. L
o =tor 7,

(4.11)
wobei I, der Sattigungsstrom von I fiir L — oo und L 1 eine Konstante ist, die
dem halbmaximalen Sattigungsstrom entspricht.

Der Zeitverlauf des Stroms nach dem Ausschalten des Lichts ergibt sich analog zu:

t/
I(t) = —Linaz.aus €XP <— ) (4.12)

Taus

mit dem Maximalstrom 1,44 qus beim Ausschalten der Lichtquelle

o Vmax Gp C(erel

Imam aus — 4.13
7 Cp + C(erel ( )

und der Zeitkonstanten

- Cp + Cmter (4.14)

Taus
G
p

Die Spannung
I
Vinaw = =20 (4.15)
Gy + 2

ist die iiber der Membran aufgebaute Potentialdifferenz bei t = ¢,,s. Im Gegensatz
zur Zeitkonstante 7., beim Einschalten des Lichts ist die Zeitkonstanten 7, beim

Ausschalten unabhéngig von der Lichtintensitét.
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Variation der Lichtintensitdt Um die Abhéngigkeit der Maximalstromdich-
ten sowie der Zeitkonstanten von der Lichtintensitdt zu untersuchen, wurden
an painted membranes adsorbierte Purpurmembranen unter Verwendung unter-
schiedlicher Blendeneinstellungen an der Halogenlampe belichtet. Abb. 4.19 A zeigt
die mit der Lichtintensitdat zunehmenden Maximalstromdichten beim Ein- bzw.
Ausschalten der Lichtquelle. Wahrend der Einschaltstrom stark von der Lichtin-
tensitat abhingt, nimmt der Ausschaltstrom nur geringfiigig zu. Da bei der hoch-
sten Lampeneinstellung noch keine Sattigung des Protonenstroms zu beobachten
war, ist anzunehmen, dafs bei Verwendung einer lichtintensiveren Lampe noch
grofere Maximalstromdichten zu erzielen sind. In Abb. 4.19 B sind die reziproken
Zeitkonstanten des Ein- und Ausschaltvorganges gegen die relative Lichtintensi-
tat aufgetragen. Wie im vorigen Kapitel beschrieben (Gl. 4.10, 4.14), hangt 74y,

nicht aber 7,,s von der Intensitat des eingestrahlten Lichts ab.
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Abb. 4.19: PM adsorbiert an painted membranes A Abhéngigkeit der Maximalstromdich-
ten von der Lichtintensitét, (0): Jmaz,an, (0): Jmaz,aus- Die durchgezogenen Linien sind das
Ergebnis einer Kurvenanpassung mit den GIl.4.9 und 4.13. B Abhéngigkeit der Zeitkonstan-
ten von der Lichtintensitét, (0): 74y, (O): Taus. Die durchgezogene Linie ist das Ergebnis ei-
ner Kurvenanpassung mit Gl.4.10, 74, ist unabhéngig von der Lichtintensitét; Fitparameter:
Cpn=1000nF /em?, Cp=2000nF /cm?, Gp=1puS/cm?, J5,=(530+ 180) nA/em?, L1=(0,7+ 0,1),
V*=(0,001£ 0,0005) V.

Einfluff des membranléslichen Protonencarriers CCCP Ein Nachteil fest-
korperunterstiitzter Lipiddoppelschichten ist das Fehlen eines zweiten wéfrigen

Kompartiments. Zum einen behindert dies den Einbau grofser Transmembran-
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proteine, zum anderen ist — zumindest bei Verwendung polarisierbarer Elek-
troden, wie z.B. der hier verwendten Goldelektrode — die Messung stationérer
Strome wegen der Aufladung der Elektrodenkapazitit nicht moglich. Dies soll-
te auch fiir den Fall gelten, dak der Membranwiderstand durch Zugabe von

Ionophoren gesenkt wird. Bestétigt wird dies durch die in Abb.4.20 gezeigte

J I nAlen
N

o
—
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&

t/s

Abb. 4.20: Stromantwort einer mit einer painted membrane beschichteten Goldelektrode nach
der Immobilisierung von Purpurmembranfragmenten und der Zugabe von 20 uM CCCP. Die

Messung wurde in 10 mM Tris, 100 mM KCI, pH 7,4 durchgefiihrt.

Stromantwort, die nach der Adsorption von PM-Fragmenten und der Zugabe von
20 uM Carbonylcyanid-m-chloro-phenylhydrazon (CCCP), einem membranlosli-
chen Protonencarrier, aufgezeichnet wurde. Wie erwartet konnte kein stationérer
Strom beobachtet werden. Bei manchen Experimenten wurde nach der Zugabe
von CCCP eine Zunahme der Maximalstromdichte beim Ausschalten des Lichts
registriert, bei anderen fiel der Strom nach dem Einschalten des Lichts nicht ganz

auf I = 0 ab. Letzteres ist moglicherweise auf Photoartefakte zuriickzufiihren.

cl cl
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Abb. 4.21: Struktur und Funktion des membranloslichen Protonencarriers CCCP.
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4.3.1.2 Aktivitat auf por6sem Aluminat

Bei der Immobilisierung von Bacteriorhodopsin auf Goldelektroden wurden drei
Strategien zur Oberflaichenmodifikation angewandt. Bei allen Varianten wurden
Photostrome gemessen, die auf die Aktivitdt von Bacteriorhodopsin an der Ober-
flache zuriickzufiihren sind. Daher wurde anschliefsend die Eignung aller drei Stra-
tegien zur Immobilisierung des Proteins auf pordsen Substraten untersucht. Die
Stege zwischen den Poren des Substrats wurden dazu mit einer 30-100 nm dicken
Goldschicht besputtert, um Chemisorption von Thiolen zu ermoglichen. Bei der
Funktionalisierung mit Aminoalkanthiolen und Polyelektrolytschichten wurden
Aluminate mit unten geschlossenen Poren verwendet, wie es in Abb.4.22 A ge-
zeigt ist. Die elektrische Kontaktierung erfolgte in diesem Fall {iber das sich un-
ter dem Barriereoxid befindende Aluminium. Nach Entfernung des Aluminiums
und des Barriereoxids (Kap. 3.5.1) liegt ein Substrat mit durchgehenden Poren
vor (Abb. 4.22 C). Dieses wurde bei der Oberflachenfunktionalisierung mit nano-

BLMs verwendet.

A
Barriereoxid
-
| Aluminium-Ablosung
B
Barriereoxid
| Offnung der Porenbsden
C
durchgehend pordse
Struktur

Abb. 4.22: Schematische Darstellung von porésen Aluminaten mit geschlossenen Poren (A)
und der durch Ablésen des Aluminiums und des Barriereoxids entstehenden siebartigen Struktur

mit durchgehenden Poren (C).
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Aktivitat bei Oberflachenmodifikation mit MEA

Abb.4.23 A zeigt die Stromantwort eines Aluminats mit geordneten Poren, das
mit Mercaptoethylamin (MEA) beschichtet wurde, vor (1) und nach (2) der Zuga-
be von PM-Fragmenten zum Mefpuffer. Beide Stromantworten sind gekennzeich-
net durch einen schnellen Anstieg der Stromdichte beim Einschalten des Lichts
und einen darauf folgenden langsamen Abfall, bis der Strom beim Ausschalten
des Lichtes schnell wieder auf null abféllt. Zwei Beobachtungen deuten darauf hin,
daf in beiden Féllen der Photoartefakt des Aluminium-Substrats gemessen wurde
oder zumindest der Protein-induzierte Strom dadurch iiberlagert wird: Erstens
stimmen die beiden Signale in der Kurvenform iiberein, zweitens ist die maxima-
le Stromdichte vor der Zugabe von PM-Fragmenten (J,,q; = 115nA/cm?) sogar
grofer als nachher (J;,,4,100nA /cm?). Es wurden jeweils sechs direkt aufeinander
folgende Belichtungen durchgefiihrt. Wahrend Abb.4.23 A das Ergebnis der je-
weils ersten Belichtung zeigt, ist in Teil B die jeweils sechste Messung gezeigt. Die
Photoartefakte sind dort deutlich reduziert, stimmen aber immer noch in Form
und Ausmaft mit der Stromantwort nach Zugabe von PM-Fragmenten iiberein,
so dafs nicht eindeutig auf die Aktivitdt des Proteins geschlossen werden kann.

Im folgenden wurde untersucht, ob durch Verdnderung der Porenstruktur evtl.
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Abb. 4.23: Stromantwort eines mit Mercaptoethylamin beschichteten porésen Aluminats mit
geordneten Poren vor (1) und nach (2) der Immobilisierung von Purpurmembranfragmenten.
Die Immobilisierung erfolgte durch Inkubation mit beschallten PM-Fragmenten (0,1 mg/ml).
Die Messung wurde in 10 mM BisTris, pH 5,6 durchgefiihrt. Der Photoartefakt ist zur besseren
Ubersichtlichkeit um -150nA/cm? verschoben. A jeweils erste von sechs direkt aufeinander

folgenden Messungen, B jeweils sechste Messung.
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der Photoartefakt reduziert werden kann, um eine Unterscheidung zum bR-in-
duzierten Photostrom zu erméglichen. Eine Ubersicht mit rasterkraftmikroskopi-
schen Aufnahmen der verwendeten Substrate mit unterschiedlichen Porengréfien
ist in Abb. 4.24 dargestellt. Teil A zeigt einen Ausschnitt von porésem Aluminat
mit geordneten Poren, die in einem zweistufigen Atzprozef mit Oxalsiure erhalten
werden. Die Poren sind als dunkle Kreise zu erkennen und haben einen Durch-
messer von (31+9) nm bei einer Pordsitiat von (36£7) %. Daneben ist unter B ein
Ausschnitt eines Substrats mit ungeordneten Poren zu sehen, die durch einen ein-
stufigen AtzprozeR mit Oxalsiure erhalten werden. Sie haben Porendurchmesser
von (22£6) nm und eine Pordsitét von (17+3) %. In Abb. 4.24 C sind Poren zu se-
hen, die durch Atzung mit Phosphorséure entstanden sind. Die Porendurchmesser
betragen (150+25) nm bei einer Pordsitat von (18+3) %. Diese Substrate wurden
auch bei der Priaparation von nano-BLMs (s. u.) verwendet. Dazu wurde vorher
das Barriereoxid unter den Poren entfernt. Da dies nicht selektiv geschah, wurden
die Poren dabei aufgeweitet. Es resultierten Porendurchmesser von (280+45) nm

bei einer Porositat von (33+4) %.

Abb. 4.25 zeigt das Ergebnis der Strommessungen bei Verwendung von Alumi-
naten mit ungeordneter Porenstruktur. Als Aminoalkanthiol diente wieder MEA.
Erneut sind die Stromantworten der jeweils ersten bzw. sechsten aufeinander
folgenden Belichtung in den Abbildungsteilen A und B dargestellt. Die Photo-
artefakte sind im Vergleich zu den geordneten Poren deutlich reduziert. Jedoch
konnen die Stromantworten ohne und mit Bacteriorhodopsin nicht voneinander
unterschieden werden. Beide sind gekennzeichnet durch transiente Stréme beim
Ein- und Ausschalten des Lichts. Eine weitere Reduzierung des Photoartefaktes

nach mehrfacher Belichtung konnte nicht festgestellt werden.

Als dritte und letzte Variation bei der Wahl des pordsen Substrats wurden Phos-
phorsidure-geédtzte Aluminate verwendet, die wesentlich grofsere Poren aufwei-
sen (Abb. 4.24). Es zeigte sich erneut, dafs die Stromantworten vor (1) und nach (2)

Zugabe der PM-Fragmente nicht differenziert werden konnen. Sie sind gekenn-
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Abb. 4.24: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von porésen Aluminaten: A geordnete Po-
renstruktur: Porendurchmesser (31+£9) nm, Porésitét (36+£7) %. B ungeordnete Porenstruktur:
Porendurchmesser (22+6) nm, Porésitit (1743) %. C durch Phosphorsiure-Atzung erhaltene
Porenstruktur: Porendurchmesser (150+25) nm, Porésitiat (18+£3) %. Nach der Entfernung des
Barriereoxids bei diesen Substraten zur Praparation von nano-BLMs wurden folgende Werte

erhalten: Porendurchmesser (280+45) nm, Pordsitit (3344) %.[5% 921,
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Abb. 4.25: Stromantwort eines mit Mercaptoethylamin beschichteten porésen Aluminats mit
ungeordneten Poren vor (1) und nach (2) der Immobilisierung von Purpurmembranfragmenten.
Die Immobilisierung erfolgte durch Inkubation mit beschallten PM-Fragmenten (0,1 mg/ml).
Die Messung wurde in 10 mM BisTris, pH 5,6 durchgefiihrt. Der Photoartefakt ist zur besse-
ren Ubersichtlichkeit um -30nA /cm? verschoben. A jeweils erste von sechs direkt aufeinander

folgenden Messungen, B jeweils sechste Messung

zeichnet durch einen transienten Strom beim Einschalten des Lichts, gefolgt von
einem Rechteckstrom, der beim Ausschalten des Lichts schnell auf null absinkt.
Die erhaltenen Stromdichten wurden durch Mehrfachbelichtung stark reduziert,
wobei die transiente Komponente fast vollig verschwindet.

Zusammenfassend lafst sich fiir den Photoartefakt bei den drei verwendeten Sub-

straten festhalten, daf dieser mit zunehmender Porengréfie ebenfalls zunahm und
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Abb. 4.26: Stromantwort eines mit Mercaptoethylamin beschichteten pordsen Aluminats
mit Phosphorsiure-geiitzten Poren vor (1) und nach (2) der Immobilisierung von Purpur-
membranfragmenten. Die Immobilisierung erfolgte durch Inkubation mit beschallten PM-
Fragmenten (0,1 mg/ml). Die Messung wurde in 10 mM BisTris, pH 5,6 durchgefiihrt. Der Pho-
toartefakt ist zur besseren Ubersichtlichkeit um -300nA /cm? verschoben. A jeweils erste von

sechs direkt aufeinander folgenden Messungen, B jeweils sechste Messung.

bei keinem Substrat vom Signal nach der Zugabe von PM-Fragmenten unter-
schieden werden konnte. Die Versuche wurden auch unter Funktionalisierung der
Porenstege mit Mercaptoundecylamin (MUA) durchgefiihrt, wobei erneut Pho-
toartefakte und vermeintliche bR-induzierte Strome nicht differenziert werden

konnten.

Durch Einlegen der porésen Aluminate in Chromséaure (Kap. 3.5.1.2) 14t sich die
porose Struktur entfernen, so dafl nur ein Barriereoxid iibrig bleibt. Wird dieses
Substrat mit Gold besputtert und mit MEA funktionalisiert, sollte die Adsorpti-
on von PM-Fragmenten wieder moglich sein und es sollten Stromantworten wie
bei der Immobilisierung von Bacteriorhodopsin auf Goldelektroden (Kap.4.3.1.1)
beobachtet werden. Abb. 4.27 zeigt das Ergebnis dieses Experiments, sowie eine
schematische Darstellung des Substrats. Die erhaltene Stromantwort ist gekenn-
zeichnet durch zwei transiente Stréme beim Ein- bzw. Ausschalten des Lichts (2)
mit einer Maximalstromdichte von J =55nA/cm?. Der Photoartefakt (1) ist im
Vergleich dazu gering, wie es bereits bei der Belichtung der Goldelektroden beob-
achtet wurde (Kap. 4.3.1.1). Die im Vergleich zur Préparation auf Goldelektroden

kleinere Zeitkonstante des Transienten beim Einschalten des Lichts ist vermutlich
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auf kleine Defekte in der 100-nm-Goldschicht zuriickzufiihren, die eine langsame-

re Aufladung der Goldkapazitdt bedingen wiirden.
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Abb. 4.27: A Stromantwort eines Aluminats, bei dem die porése Struktur abgeldst, und
das verbleibende Barriereoxid mit 100 nm Gold besputtert wurde, mit Mercaptoethylamin-
Beschichtung (1) und nach (2) der Immobilisierung von Purpurmembranfragmenten. Die Immo-
bilisierung erfolgte durch Inkubation mit beschallten PM-Fragmenten (0,1 mg/ml). Die Messung
wurde in 10 mM BisTris, pH 5,6 durchgefiihrt. Der Photoartefakt ist zur besseren Ubersicht-
lichkeit um -60nA /cm? verschoben. B Schematische Darstellung des Aluminats vor und nach

Entfernen des pordsen Oxidteils und Besputtern mit einer 100 nm-Goldschicht.

Aktivitat bei Oberflichenmodifikation mit Polyelektrolyt-Schichten

Um die Aktivitdt von Bacteriorhodopsin an der Oberflache nachzuweisen, mufste
— wie die Ergebnisse des vorigen Kapitels zeigen — zum einen der Photoarte-
fakt bei Belichtung der Aluminate reduziert und zum anderen die Oberflachen-
ladungsdichte erhoht werden. Beide Ziele sollten durch Uberspannen der Poren
mit Polyelektrolyt-Multischichten erreicht werden. Die Beschichtung von plana-
ren Goldelektroden mit einer Polykation-Schicht erwies sich, wie in Kap.4.3.1.1
beschrieben, als geeignet, um Bacteriorhodopsin, rekonstituiert in Vesikel, zu im-
mobilisieren und lichtinduzierte Strome zu messen. Die Adsorption einer einzelnen
Polykation-Schicht wiirde aber nur zur Beschichtung der Porenstege fiihren. Eine
Erhohung der Oberflichenladungsdichte kann nur durch Uberspannnen der Poren

mit mehreren Schichten aus alternierenden Lagen aus Polyanionen- und -kationen
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gelingen. Drexler und Harris!®? %9 zeigten, daf dazu mindestens 10 Polyelektrolyt-
Schichten benotigt werden. Dementsprechend wurden hier die goldbedampften
Porenstege zunéchst mit MEA funktionalisiert, um dann insgesamt fiinf Doppel-
schichten aus Polystyrolsulfonsdure als Polyanion und PEI 2000, PEI750K oder
PDAC als Polykation zu adsorbieren. Als Substrate wurden Aluminate mit un-
geordneten Poren verwendet, da bei ihnen die kleinsten Photoartefakte gemessen
wurden (Kap. 4.3.1.2).

Abb. 4.28 zeigt beispielhaft die lichtinduzierte Stromantwort einer Préparati-

aus (2)
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Abb. 4.28: Stromantwort eines mit fiinf PSS/PEI 2000-Doppellagen beschichteten Aluminats
mit ungeordneten Poren vor (1) und nach (2) der Immobilisierung von bR-haltigen Vesikeln.
Die Immobilisierung erfolgte durch Inkubation iiber Nacht (0,1 mg/ml). Die Messung wurde in
10 mM BisTris, pH 5,6 durchgefiihrt. Der Photoartefakt ist zur besseren Ubersichtlichkeit um

-30nA /em? verschoben.

on mit PEI 2000 als Polykation nach Inkubation des Polyelektrolyt-beschichteten
Substrats mit bR-haltigen Vesikeln iiber Nacht (2). Sie ist gekennzeichnet durch
zwel transiente Strome, wobei der erste beim Einschalten des Lichts eine maximale
Stromdichte von J =35nA /cm? aufweist. AuBerdem ist die Stromantwort vor der
Zugabe von Bacteriorhodopsin gezeigt (1). Sie zeichnet sich ebenfalls durch zwei
transiente Strome beim Ein- bzw. Ausschalten des Lichts aus. Die gemessenen
Maximalstromdichten sind mit J =4nA /cm? allerdings im Vergleich zum Photo-

strom mit Bacteriorhodopsin deutlich kleiner. Dieser Befund legt nahe, dafs der
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in Kap. 4.3.1.2 beschriebene Photoartefakt durch die Polyelektrolyt-Beschichtung
verringert wird und so die deutliche Erhchung der Stromdichten nach Inkubation
mit bR-Vesikeln auf die Aktivitat des Proteins zuriickzufiithren ist. Jedoch war
die Unterscheidung der Signale vor und nach bR-Immobilisierung nicht bei jedem
Experiment so eindeutig, wie Abb.4.29 beispielhaft zeigt. Die Préparation er-
folgte parallel zum vorigen Beispiel. Wiederum sind die Stromantworten vor und
nach der Inkubation mit bR-haltigen Vesikeln gezeigt, die sich beide durch tran-
siente Strome beim Ein- und Ausschalten des Lichts auszeichnen. Die maximalen
Stromdichten unterscheiden sich in diesem Beispiel nur unmerklich, wenn auch
das vermeintliche bR-Signal (2) grofser ist. Bei den meisten Praparationen konn-
ten — unabhéngig vom verwendeten Polykation — Photoartefakt und vermeintlich

bR-induziertes Signal nicht eindeutig differenziert werden.

Die Beschichtung mit Polyelektrolytschichten, die mit dem Ziel der Reduzierung
des Photoartefaktes und der Vergroferung der Oberflachenladungsdichte einge-
fiihrt wurde, scheint ebenso wie die Immobilisierung von Bacteriorhodopsin auf
Aminoalkanthiolschichten (Kap. 4.3.1.2) nicht geeignet zu sein, die Aktivitédt des
Proteins an der Oberfliche nachzuweisen. Diese Strategie fithrte weder dazu Pho-
toartefakt und bR-induziertes Signal eindeutig zu differenzieren, noch wurden
grofere maximale Stromdichten erhalten, die eine weitere Charakterisierung z. B
durch Aufnahme eines Aktionsspektrums oder die Untersuchung der Abhéngig-
keit von der Lichtintensitit ermdglicht hatten. Daher wird im néchsten Kapitel
ein weiterer Losungsansatz fiir die genannten Probleme beschrieben: die Adsorp-
tion von PM-Fragmenten an nano-BLMs unter Verwendung von Aluminaten mit

geoffneten Porenbdden.

Aktivitat bei Oberflaichenmodifikation mit nano-BLMs

Bei den in den vorhergehenden Kapiteln beschriebenen Versuchen Bacteriorho-
dopsin auf pordsen Substraten zu immobilisieren, wurden Aluminate mit geschlos-
senen Poren verwendet. Im Gegensatz dazu wurden zur Préparation von nano-

BLMs vorher das Aluminium und das Barriereoxid entfernt, um eine siebartige
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Abb. 4.29: Stromantwort eines mit fiinf PSS/PEI 2000-Doppellagen beschichteten Aluminats
mit ungeordneten Poren vor (1) und nach (2) der Immobilisierung von bR-haltigen Vesikeln.
Die Immobilisierung erfolgte durch Inkubation iiber Nacht (0,1 mg/ml). Die Messung wurde in
10 mM BisTris, pH 5,6 durchgefiihrt. Der Photoartefakt ist zur besseren Ubersichtlichkeit um

-61nA/cm? verschoben.

Struktur zu erhalten. Neben der Tatsache, dafs dies die impedanzspektroskopi-
sche Charakterisierung der Lipiddoppelschicht erleichtert (s. u.), hatte dies auch
Auswirkungen auf den Photoartefakt bei Belichtung des Substrats.

nano-BLMs Analog zur Praparation von painted membranes auf planaren Gold-
elektroden wurden die nano-BLMs vor der Zugabe von PM-Fragmenten mittels
Impedanzspektroskopie charakterisiert. Wie bei den painted membranes bestand
auch bei der Praparation der nano-BLMs der erste Schritt in der Chemisorption
einer Alkanthiol- oder Thiolipid-Schicht, in diesem Fall aber nur auf den goldbe-
sputterten Porenstegen. Nach dem parallel layer-Modelll®? leisten die Porenstege
keinen Beitrag zum Impedanzspektrum, da der Stromflufs ausschlieflich durch die
Poren erfolgt. Daher kann auch die Beschichtung der Porenstege nicht impedanz-
spektroskopisch detektiert werden. Die Kontrolle der erfolgreichen Oberflachen-
modifikation erfolgte daher bei den pordsen Substraten auf qualitativem Niveau.
Durch die Funktionalisierung der Porenstege wurde die Oberfliche sehr hydro-

phob, was durch Aufbringen eines kleinen Wassertropfens deutlich wurde, wie
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Abb. 4.30 B zeigt. Der Tropfen nimmt aufgrund der Hydrophobizitit eine nahezu
runde Gestalt mit sehr grofsem Kontaktwinkel zur Oberfliche an. Ohne Funktio-

nalisierung findet Benetzung der Oberfliache statt (Abb.4.30 A).

B

Abb. 4.30: Qualitative Kontrolle der Oberflichenmodifikation durch Aufbringen eines Was-
sertropfens. Der grofie Kontaktwinkel zur Oberfliche zeigt die gelungene Hydrophobisierung

der Porenstege (B), wihrend vor der Funktionalisierung mit ODT oder DPPTE Benetzung der
Oberfliche stattfindet (A).

Durch Aufstreichen einer Losung aus DPhPC und ODA in n-Dekan wurde an-
schliefsend die zweite Monoschicht bzw. die Doppelschicht zwischen den Stegen
aufgebaut. Dieser Vorgang konnte impedanzspektroskopisch verfolgt werden. Da-
zu wurde der Phasenwinkel zwischen Strom und Spannung bei einer Frequenz von
f = 10°% Hz zeitabhiingig aufgezeichnet (Abb. 4.31). Nach der Ausbildung einer Li-
pidmembran sollte bei dieser Frequenz der Elektrolytwiderstand das Impedanz-
spektrum dominieren (Abb. 4.11, 4.32). Direkt nach dem Aufbringen des Losungs-
mittels liegt dieser Wert bei etwa 90° und nahert sich dann durch fortschreitendes
Ausdiinnen zu einer Lipiddoppelschicht dem Wert ¢ = 0°, der charakteristisch ist
fiir den Elektrolytwiderstand. Abb.4.32 zeigt ein Impedanzspektrum nach dem
Ende des Ausdiinnprozesses (o). Durch Anpassung der Parameter des Ersatz-
schaltbildes in Abb.3.5B oder C an die Mefswerte wurde die Membrankapazitét
zu C,, = (0,540,3) uF /cm? bestimmt. Das Impedanzspektrum des pordsen Sub-
strats allein (O) zeigt nur den Elektrolytwiderstand (Abb. 4.32), da wegen der Po-
renbédendffnung die elektrischen Eigenschaften des Aluminiumoxids nicht mehr

beriicksichtigt werden miissen.
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Abb. 4.31: Auftragung des Phasenwinkels zwischen Strom und Spannung bei einer Wechsel-
stromfrequenz von f = 106 Hz gegen die Zeit nach Uberstreichen eines pordsen Aluminats mit
einem lipidhaltigen Losungsmitteltropfen. Die Abnahme des Phasenwinkels zeigt das Ausdiin-

nen des Lipid-Losungsmittel-Gemischs zu einer Lipiddoppelschicht.

Zur Untersuchung der Langzeitstabilitdt des nano-BLM-Systems wurden in re-
gelméfigen Abstdnden Impedanzspektren aufgenommen, um den Membranwi-
derstand zu extrahieren. Diese Ergebnisse werden zusammen mit der zeitlichen

Entwicklung der Photostrome in Kap.4.3.1.2 beschrieben.

Aktivitdtsmessungen Wie Abb.4.33 (1) zeigt, ist nahezu keine Photoreaktion
des mit nano-BLMs iiberspannten porosen Aluminats zu beobachten. Das Fehlen
oder die sehr geringe Auspridgung des Photoartefaktes nach dem Entfernen des
Aluminiums kann als Hinweis auf die Bedeutung der Oxid-Metall-Grenzflache fiir
die groften Photoartefakte bei den Aluminaten mit geschlossenen Poren gewertet

werden.

Nach der Adsorption von Purpurmembranfragmenten konnte die Aktivitdt des
Bacteriorhodopsins eindeutig durch Messung des lichtinduzierten Protonenstroms
nachgewiesen werden (Abb.4.33 (2)). Die Stromantwort ist gekennzeichnet durch
zwei transiente Strome beim Ein- und Ausschahlten des Lichts. Im gezeigten Bei-

2

spiel wurden Maximalstromdichten beim Einschalten von 170nA/cm? erreicht.
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Abb. 4.32: Impedanzspektrum eines goldbeschichteten und mit DPPTE-funktionalisierten po-
rosen Aluminats vor (O) und nach (o) der Ausbildung von nano-BLMs. Die durchgezogene Linie
ist das Ergebnis einer Kurvenanpassung auf der Basis des in Abb. 3.5 C gezeigten Ersatzschalt-

bildes. Fitparameter: C,,=0,77 uF /cm?, R.=2300 Q.
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Abb. 4.33: Stromantwort von auf porésem Aluminat préparierten nano-BLMs vor (1) und
nach (2) der Immobilisierung von Purpurmembranfragmenten. Die Immobilisierung erfolgte
durch Inkubation mit beschallten PM-Fragmenten (0,1 mg/ml). Die Messung wurde in 10 mM
Tris, 100mM KCIl, pH7,4 durchgefiihrt. Der Photoartefakt ist zur besseren Ubersichtlichkeit

um -50nA /cm? verschoben.

Der Stromflufs fiel anschliefsend nicht auf J = 0 ab, sondern verblieb bis zum
Ausschalten des Lichts auf einem Niveau von ca.3nA /cm?. Der dargestellte Kur-
venverlauf ist charakteristisch fiir alle Praparationen, die gemessenen Maximal-

stromdichten variierten jedoch in einem grofen Bereich zwischen 30nA/cm? -
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300nA/cm?, was durch die Menge und Orientierung der adsorbierten Membran-
fragmente erklart werden kann.

Im folgenden wurde die Maximalstromdichte beim Einschalten des Lichts als cha-
rakteristische Grofe fiir den Pumpstrom des Bacteriorhodopsins gewéhlt. Abb.
4.34 A zeigt beispielhaft den zeitlichen Verlauf der Maximalstromdichten nach
Zugabe der PM-Fragmente zum Zeitpunkt ¢ = 0. Der kontinuierliche Anstieg
der Maximalstromdichte verdeutlicht die zunehmende Immobilisierung von Bac-
teriorhodopsin auf der Oberfliche. Nach ca. 40 min schien dieser Prozef bei einer

Maximalstromdichte J = 160nA /cm? abgeschlossen zu sein. Nach diesem schnel-
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Abb. 4.34: Adsorption von Purpurmembranen an nano-BLMs A Zeitlicher Verlauf der Ma-
ximalstromdichten beim Einschalten des Lichts nach Zugabe der PM-Fragmente. Die durch-
gezogene Linie soll lediglich den Kurvenverlauf verdeutlichen. B Aktionsspektrum von Bacte-
riorhodopsin, immobilisiert auf nano-BLMs. Die wellenlangenabhéngigen Maximalstromdichten
wurden durch Verwendung von Interferenz-Bandfiltern erhalten und mit einem Faktor, der das
Lampenspektrum berticksichtigt, korrigiert. Die gestrichelte Linie stellt einen Gauss-Fit an die

Daten dar, die durchgezogene Linie ist das Absorptionsspektrum einer PM-Suspension.

len Adsorptionsprozefs schlof sich jedoch ein langsamerer Prozeft an, durch den
die Maximalstromdichte nach drei Tagen auf einen Wert von J = 300nA/cm?
anstieg. Diese Beobachtung kann durch weitere PM-Adsorption und eine mdogli-
che laterale Reorientierung der Membranfragmente erkliart werden. Uberschiissige
PM-Fragmente wurden durch Spiilen mit Puffer entfernt. Der lichtinduzierte Pro-
tonenstrom wurde dadurch nicht beeintréachtigt, was auf eine irreversible Bindung

der Purpurmembranen an die Lipiddoppelschicht schlieffen 1aft.
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Aktionsspektrum Zur weiteren Charakterisierung des lichtinduzierten Proto-
nenstroms wurde ein Aktionsspektrum aufgenommen. Abb. 4.34 B zeigt die Ma-
ximalstromdichten beim Finschalten des Lichts in Abhéngigkeit von der Wel-
lenlange. Die Daten wurden mit einer Gauss-Funktion angefittet. Zum Vergleich
ist das Absorptionsspektrum einer PM-Suspension gezeigt mit dem charakteristi-
schen Absorptionsmaximum von Bacteriorhodopsin bei \,,,,=568 nm. Das Akti-
onsspektrum von an nano-BLMs adsorbierten Purpurmembranen ist im Vergleich

dazu um ca. 20 nm rotverschoben.

Theoretische Beschreibung der lichtinduzierten Protonenstréme Die
theoretische Beschreibung von lichtinduzierten Protonenstrémen wurde fiir den
Fall von an painted membranes adsorbierten Purpurmembranen bereits in Kap.

4.3.1.1 ausfiihrlich beschrieben. Zur Beschreibung der entsprechenden Protonen-

PM nano-BLM
I
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Abb. 4.35: Ersatzschaltbild zur Beschreibung der an nano-BLMs adsorbierten PM-Fragmente.

I, bezeichnet den Protonenstrom, der durch Belichtung des Bacteriorhodopsins erzeugt wird.
Der Pfeil gibt die positive Stromrichtung an. R, und C}, représentieren den Widerstand und
die Kapazitat der PM-Schicht, R,,, und C,, sind die entsprechenden Parameter der nano-BLM.

Vp und V;,, bezeichnen den Spannungsabfall iiber den entsprechenden Elementen.

strome bei Adsorption an nano-BLMs wurde nach demselben Prinzip verfahren.

Bei den nano-BLMs befindet sich jedoch keine weitere Grenzschichtkapazitit auf
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der trans-Seite der Membran, so dafs sich das in Abb. 4.35 gezeigte Ersatzschalt-
bild ergibt, bei dem nun die Membrankapazitéit aufgefiihrt wird. R, und C, re-
prasentieren erneut den Widerstand und die Kapazitiat der PM-Schicht, aktives
Bacteriorhodopsin wird als Stromquelle 7,(t) dargestellt. R,,, und C,, sind der
Widerstand und die Kapazitiat der Lipiddoppelschicht. Das zugrundeliegende so-
genannte sandwich-Modell wurde als erstes von Bambergl® fiir die Adsorption
von Purpurmembranen an klassische BLMs beschrieben. Da bei der Beschrei-
bung des Stromflusses durch porése Aluminate der Stromflufs durch die Poren-
stege nicht beriicksichtigt wird[®?, kann das fiir die klassischen BLMs entwickelte
Modell unveréndert fiir die Beschreibung des Protonenstroms bei Adsorption an
nano-BLMs iibernommen werden. Die Analyse dieses Netzwerks und Losen der

resultierenden Differentialgleichung

. I
(Cp+ Cn)V + (G + G+ 70V = I (4.16)

liefert folgendes Ergebnis fiir den Strom nach dem Einschalten des Lichts:

t
](t) = Lstat + (Imaz,an - ]stat) exXp (_T_) (417)
mit den Abkiirzungen
Chm
Imaa} an — I 4.18
b p0 Cm + Cp ( )
G

Loy = 1 m 1 4.19
tat p0 Gm I Gp 4 {})S ( )

und der Zeitkonstanten

Cp +C
Tan = i b T (420)
G + G+ 12

I Leitfihigkeit G = R™!
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Fiir den Zusammenhang zwischen der Lichtintensitdt L und dem Pumpstrom I
und damit auch I,,,4,, Isier und 7, gilt in diesem System die gleiche Abhangigkeit
wie in Kap.4.3.1.1 beschrieben:

L
[pO:I

;07 (4.21)
L+ L%

Der Zeitverlauf des Stroms nach dem Ausschalten des Lichts zum Zeitpunkt ¢’

ergibt sich analog zu:

t/
I(t") = —Limaz,aus €XP (— ) (4.22)

Taus

mit dem Maximalstrom /44 qus beim Ausschalten der Lichtquelle

Lo(G + G,) G Cm,
Lnaz,aus = L - - 4.23
’ G + Gy + 22 (Gm—i—Gp Cm+0p> (4.23)

und der Zeitkonstanten

Ch + C,
= - 4.24
Taus Gm + Gp ( )

Auch bei der Adsorption von Purpurmembranen an nano-BLMs gilt: Im Gegen-
satz zur Zeitkonstante 7, beim Einschalten des Lichts ist die Zeitkonstante 7,

beim Ausschalten unabhéngig von der Lichtintensitét.

Variation der Lichtintensitdt Auch bei Adsorption von Purpurmembranen
an nano-BLMs sind den obigen Ausfiihrungen zur theoretischen Beschreibung
der Protonenstréme zufolge die maximalen Stromdichten beim Ein- und Aus-
schalten des Lichts abhéngig von der Lichtstérke (Gl.4.18, 4.21, 4.23). Wie bei
der Adsorption an painted membranes gilt dies auch fiir die Zeitkonstante 7,
beim Einschalten des Lichts, nicht aber fiir 7,,s (Gl. 4.20, 4.24). Um dies experi-

mentell zu belegen, wurde das Substrat auch hier unter Verwendung unterschied-
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licher Blendeneinstellungen an der Halogenlampe belichtet. Das Ergebnis zeigt
Abb. 4.36. In Teil A sind die Maximalstromdichten gegen die relative Lichtinten-
sitdat aufgetragen. Wie erwartet steigt die maximale Stromdichte mit zunehmen-
der Lichtintensitdt an. Dies wird sehr deutlich beim Einschaltstrom, aber auch
der Betrag der maximalen Ausschaltstromdichte nimmt geringfiigig zu. In Teil B
sind die reziproken Zeitkonstanten in Abhéngigkeit von der relativen Lichtintensi-
tat aufgetragen. Auch hier wird die theoretische Vorraussage von den Mefiwerten
bestétigt. Wahrend die Zeitkonstante 7,, beim Einschalten des Lichts mit zu-
nehmender Lichtintensitat abnimmt, zeigt 7,,5 keine Abhéngigkeit und bleibt auf

einem konstanten Niveau.
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Abb. 4.36: PM adsorbiert an nano-BLMs A Abhéngigkeit der Maximalstromdichten von der
Lichtintensitat, (0): Jmaz,ans (0): Jmaz,aus- Die durchgezogenen Linien sind das Ergebnis ei-
ner Kurvenanpassung mit den GI.4.18 und 4.23. B Abhéngigkeit der Zeitkonstanten von der
Lichtintensitét, (0): Tan, (O): Taus. Die durchgezogene Linie ist das Ergebnis einer Kurvenanpas-
sung mit Gl. 4.20. 7, ist unabhiingig von der Lichtintensitit; Fitparameter: C,,=1000 nF /cm?,
Cp=20000F /em?, G,,=10nS/cm?, Gp=1pS/cm?, J5=(930+ 30)nA/cm?, L1=(0,5% 0,1),
V*=(0,010£0,001) V

Einfluff des membranléslichen Protonencarriers CCCP Bei der Adsorp-
tion von PM-Fragmenten an painted membranes konnte wegen des fehlenden zwei-
ten, wakrigen Kompartiments und der damit verbundenen Aufladung der Gold-
elektrodenkapazitét kein stationdrer Strom gemessen werden. Bei der Praparation
von nano-BLMs auf pordsen Aluminaten stellen die Poren des Substrats dieses

zweite Kompartiment dar, wodurch die Messung stationarer Strome mdoglich sein
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sollte. Dementsprechend liefert die Losung der Differentialgleichung 4.16 fiir den
Strom nach dem Einschalten des Lichts (Gl.4.17) einen Parameter Iy, der den
stationdren Strom représentiert und der nach GIl.4.19 von der Leitfdhigkeit der
Lipiddoppelschicht G, abhéngt. Demnach sollte in diesem Fall durch Zugabe des
Protonophors CCCP die Protonenleitfahigkeit der Membran und damit auch [,
erhoht werden kénnen. Nach Le Blancl'® ist die Leitfihigkeit der Lipiddoppel-

schicht linear abhéngig von der Ionophor-Konzentration:

G = Gmpo + scceop (4.25)

wobei G, die Leifahigkeit bei unendlich niedriger CCCP-Konzentration ist, s
eine Konstante und cooop die CCCP-Konzentration in Lésung. Durch Kombina-
tion von GI.4.25 und 4.19 sollte demnach der stationdre Strom [, wie folgt von

der CCCP-Konzentration abhéngen:

(G0 + scceep)
(Gmpo + sccoer) + Gy +

[stat == IpO (426)

Ip0
V*

Abb. 4.37 A zeigt beispielhaft die Stromantwort von an nano-BLMs adsorbierten
Purpurmembranen bei zwei unterschiedlichen CCCP-Konzentrationen. Im Ver-
gleich zur Stromantwort ohne CCCP (Abb. 4.33) ist bei beiden Graphen eine deut-
liche Erhchung des stationiren Stroms Iy, mit Stromdichten von Jy;0;=73nA /cm?
(40 uM) bzw. Jgqr = 45nA /cm? (10 uM) zu beobachten. Die stationéren Strome
blieben auch wahrend einer Belichtungsdauer von mehreren Minuten konstant,
wie Abb.4.38 zeigt. Dieser Befund deutet auf eine ausreichende Protonenleitfa-
higkeit innerhalb der Poren senkrecht zur Membranebene hin.

Die Entwicklung der stationédren Stromdichten in Abhéngigkeit von der CCCP-
Konzentration in Losung ist in Abb. 4.37 B gezeigt. Jgq steigt mit zunehmender
CCCP-Konzentration und damit zunehmender Protonenleitfahigkeit der Mem-
bran an, bis bei ca. 40 uM der Sattigungswert erreicht wird. Die Giiltigkeit der

Beziehung in Gl. 4.26 zeigt die Kurvenanpassung an die Daten, die als durchge-

zogene Linie dargestellt ist.
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Abb. 4.37: A Stromantwort 15min nach Zugabe von 10 (1) bzw.40 uM (2) CCCP. B Sta-
tiondre Stromdichte Jg4q¢ in Abhéngigkeit von der CCCP-Konzentration in Losung. Der
Wert von J wurde jeweils 1,5s nach Einschalten des Lichts ermittelt. Die durchgezoge-

ne Linie beschreibt den Kurvenverlauf basierend auf Gl.4.26; Fitparameter: G,,=10nS/cm?,

Gp=1puS/cm?, V*=0,010V, J,0=(86% 7) nA/cm?, s=(1343=+ 330).
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Abb. 4.38: Verlauf des stationdren Stroms I, bei Dauerbelichtung iiber mehrere Minuten.
Die Konstanz des stationéren Stroms diesen Zeitraum hinweg zeigt, daf die Poren keine Diffu-

sionsbarriere fiir die Protonen bilden.

Langzeitstabilitdt Die bisher in diesem Kapitel beschriebenen Experimente
zeigen, dafs bei der Adsorption von Purpurmembranen an nano-BLMs &hnliche
Ergebnisse erzielt wurden wie bei der Adsorption an klassische BLMsP. Die Ex-
héhung der Protonenleitfihigkeit der nano-BLM durch Addition des Protonen-
carriers CCCP erlaubte sogar die Messung von stationéren Stromen, eine Beob-

achtung, die zeigt, daft Protonen durch die poreniiberspannende Membran in die
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Nanokompartimente transportiert werden. Dies ist bei der Immobilisierung von
Bacteriorhodopsin auf festkdrperunterstiitzten Membranen (SSMs) wegen des feh-
lenden zweiten, wafrigen Kompartiments nicht moglich. Der Vorteil des letztge-
nannten Systems ist die Langzeitstabilitat. Die Frage, ob das nano-BLM-System
ebenfalls eine gewisse Langzeitstabilitat aufweist und somit die Vorteile von klas-
sischen BLMs und SSMs in sich vereint, sollte die Beobachtung der lichtindu-
zierten Photostrome iiber einen lingeren Zeitraum kléren. Sowohl die maximalen
Stromdichten J,,,, beim Einschalten des Lichts als auch die stationdren Strom-
dichten Jg, wurden in regelméfigen Abstédnden aufgezeichnet. In Abb.4.39B
sind diese Werte gegen die Zeit aufgetragen. Parallel dazu wurde mit Hilfe der
Impedanzspektroskopie der Membranwiderstand R,, der poreniiberspannenden
Lipiddoppelschicht bestimmt (Abb.4.39 A). Bei dem gezeigten Experiment lag
eine CCCP-Konzentration von ¢ = 40uM vor. Nach drei Tagen wurde die Mess-
kammer mit Puffer gespiilt, um {iberschiissige PM-Fragmente aus der Losung zu
entfernen. Der Membranwiderstand fiel nicht wie bei klassischen BLMs beobacht-
bar in einem Schritt auf den Elektrolytwiderstand ab, sondern fiel langsam von
seinem Anfangswert R,, = 0,1GS) innerhalb von 18 Tagen auf einen Wert von
R,, = 0,46 M€). Im Gegensatz dazu verblieb J,,,, wihrend des gesamten Expe-
riments auf nahezu konstantem Niveau von (310+10) nA/cm?. Nach dem Spiilen
mit Puffer am dritten Tag sank Jg,; leicht von seinem Anfangswert von 73 auf
(414£7)nA/cm?, verblieb dann aber auf diesem Niveau. Nach 18 Tagen wurde
das pordse Substrat mit Ethanol und Puffer gespiilt, um die poreniiberspannende
Membran zu zerstoren. Durch impedanzspektroskopische Untersuchungen konnte
anschlieffend nur der Elektrolytwiderstand nachgewiesen werden. Ebenso konnten
keine lichtinduzierten Protonenstrome mehr gemessen werden. Die in Abb.4.39
gezeigten Ergebnisse wurden bei einer aufserordentlich stabilen Préaparation erhal-
ten. Andere Experimente zeigten geringere Langzeitstabilitat, die jedoch immer

im Bereich von mehreren Tagen lag.
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Abb. 4.39: A Zeitlicher Verlauf des Membranwiderstandes R,,,, der mittels Impedanzspektros-
kopie ermittelt wurde. Die gestrichelte Linie zeigt das Niveau des Elektrolytwiderstandes an,
das nach Zerstorung der Membran erreicht wird. B Zeitlicher Verlauf von Maximalstromdichte

beim Einschalten des Lichts Jy,q4,an und stationérem Strom Ig;q¢.

4.3.2 Channelrhodopsin I und II in Chlamydomonas

reinhardtit

Wiéhrend bei der Immobilisierung von Bacteriorhodopsin auf planaren Goldober-
flachen bei allen Oberflichenmodifikationsstrategien die Aktivitdt des Proteins an
der Oberflache festgestellt werden konnte, gelang dies bei den pordsen Struktu-
ren nur bei Adsorption von PM-Fragmenten an nano-BLMs. Daher wurde dieses
System gewéhlt, um ein zweites lichtaktiviertes System zu adsorbieren und so
die Eignung des Modellsystems fiir die Untersuchung lichtaktivierter Proteine
zu unterstreichen. Es handelt sich bei diesem zweiten System um ganze Zellen,
namlich Griinalgen der Spezies Chlamydomonas reinhardtii. Diese reagieren auf
Lichtreize mit Anderungen in ihrem Schwimmverhalten. Diese phototaktischen
Reaktionen werden von einer Signalkette gesteuert, an deren Anfang die Off-

nung der Kationenkanéle Channelrhodopsin I und Channelrhodopsin II steht.
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Durch kapazitive Kopplung zwischen Algenmembran und festkérperunterstiitzter
Lipiddoppelschicht lieflen sich diese Ionenstrome ebenfalls mit der fiir Purpur-
membranen beschriebenen Apparatur aufzeichnen. Die Zellwand der Algenzelle
wiirde diese Kopplung stéren. Daher wurde der Stamm CW2 verwendet, der einen
durch chemische Mutagenese erzeugten Zellwanddefekt aufweist. Die Belichtung
des Substrats erfolgte mit einer griinen Leuchtdiode. Vor der Immobilisierung auf
porosen Substraten wurde wieder die Aktivitat der Zellen auf planaren Goldelek-

troden getestet.

4.3.2.1 Aktivitat auf planaren Goldoberflichen

Direkt nach Zugabe von Algen in die Mefkammer wurden lichtinduzierte Strome
beobachtet. Abb.4.40 zeigt die entsprechende Stromantwort bei Belichtung von

Chlamydomonas-Zellen adsorbiert an painted membranes. Sie ist gekennzeichnet
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Abb. 4.40: Stromantwort von auf porésem Aluminat praparierten nano-BLMs vor (1) und
nach (2) der Zugabe von Chlamydomonas-Zellen. Die Zugabe geschah durch Austausch eines
Grofteils des Mefspuffers gegen Zellsuspension (OD = 0, 25). Die Messung wurde in NMM-Puffer
pH 5,0 durchgefiihrt. Der Photoartefakt ist zur besseren Ubersichtlichkeit um -6nA/cm? ver-

schoben.

durch zwei transiente Strome beim Ein- und Ausschalten des Lichts. Die erhalte-
nen Maximalstromdichten lagen bei 11nA/cm?. Bei einem anderen Experiment,

gezeigt in Abb.4.41, wurde der zeitliche Verlauf der Maximalstromdichte beim
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Einschalten des Lichts verfolgt. Die Stromdichte stieg sehr schnell auf einen ma-
ximalen Wert von 5nA/cm? an, um anschliefend innerhalb von ca. 100 min auf
einen Wert von 0,2nA /cm? abzufallen. Danach konnte keine Photoaktivitit mehr

festgestellt werden.

J/ nAlem?’

0 20 40 60 80 100
t/ min

Abb. 4.41: Zeitlicher Verlauf der Maximalstromdichten beim Einschalten des Lichts nach
Zugabe der Chlamydomonas-Zellen.

4.3.2.2 Aktivitat auf por6sem Aluminat

Die Adsorption von Chlamydomonas-Zellen an nano-BLMs lieferte dhnliche Er-
gebnisse wie bei Adsorption an painted membranes (Abb. 4.40). Es wurden wieder
zwei transiente Strome beim Ein- und Ausschalten der Lichtquelle gemessen, wie
Abb. 4.42 A (2) zeigt. Die erhaltenen Stromdichten lagen mit J=9nA /cm? eben-
falls im gleichen Bereich. Der Photoartefakt bei Belichtung vor der Zugabe von
Algen (1) zeichnete sich ebenfalls durch zwei transiente Strome aus, die jedoch
umgekehrte Vorzeichen im Vergleich zum Chlamydomonas-Signal aufwiesen. Sie
sind auch in der Stromantwort (2) als kleine Peaks zu erkennen. In Abbildungsteil
B ist wiederum der zeitliche Verlauf der Maximalstromdichte beim Einschalten
dargestellt. Wie bei den painted membranes stieg der Photostrom relativ schnell
an, erreicht sein Maximum aber erst nach etwa 40 min. Nach ca. 100 min ist kein

Photosignal mehr zu beobachten.
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Abb. 4.42: A Stromantwort eines mit nano-BLMs iiberspannten pordsen Aluminats vor (1)
und nach (2) der Zugabe von Chlamydomonas-Zellen. Die Zugabe geschah durch Austausch
eines Grofteils des Mefpuffers gegen Zellsuspension (OD = 0, 25). Die Messung wurde in NMM-
Puffer pH 5,0 durchgefiihrt. Der Photoartefakt ist zur besseren Ubersichtlichkeit um -5nA /cm?
verschoben. B Zeitlicher Verlauf der Maximalstromdichten beim Einschalten des Lichts nach

Zugabe der Chlamydomonas-Zellen.
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Abb. 4.43: Schematische Darstellung von nano-BLMs auf porésem Aluminat mit adsorbier-
ten Chlamydomonas-Zellen. Auerdem sind zur Verdeutlichung der Membranbeschichtung zwei

Defekte in der Membran gezeigt.

Waurden die Zellen direkt nach dem Ausschalten des Lichts erneut belichtet, konn-
te ein Adaptionsverhalten des Photostroms beobachtet werden. Die Maximal-
stromdichte bei der zweiten Belichtung geht dabei auf ca. 50 % des ersten Signals
zurilick, wie Abb. 4.44 zeigt. Eine weitere Reduzierung des Photosignals durch ei-
ne folgende dritte Belichtung konnte nicht festgestellt werden. Nach 15s wurde
diese Folge aus drei aufeinander folgenden Lichtpulsen wiederholt. Diese Rege-

nerationszeitzeit reichte offensichtlich nicht, um bei der ersten Belichtung den
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entsprechenden Wert der ersten Pulsfolge zu erhalten. Bei der zweiten und drit-
ten Belichtung wurde die Maximalstromdichte hier sogar auf ca.30% der ersten
Belichtung reduziert. Weitere Messungen zeigten, daf nach ca. 1 min Dunkelheit

und erneuter Belichtung die Stromdichte ihren anfanglichen Wert wieder erreicht.
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Abb. 4.44: Stromantwort eines mit nano-BLMs {iberspannten Aluminats nach der Zugabe von
Chlamydomonas-Zellen bei direkt aufeinander folgenden Belichtungen. Der Photostrom zeigt

ein Adaptionsverhalten.






5 Diskussion

Poreniiberspannende Lipiddoppelschichten auf der Basis von porésen Aluminaten
stellen einen relativ jungen Ansatz dar, die Vorteile von BLMs und SSMs in ei-
nem neuen Modellsystem fiir biologische Membranen zu vereinen. Hennesthal und
Drexler?92 konnten mit Hilfe von rasterkraft- und impedanzmikroskopischen
Methoden zeigen, daf durch Vesikelspreiten auf der Aluminatoberfliche poren-
iiberspannende Membranen prapariert werden kénnen. Es wurde jedoch keine
flichendeckende Beschichtung der Aluminate erreicht. Die resultierenden Mem-
branwiderstande waren dementsprechend zu klein, um z. B. die Messung von Ein-
zelkanalereignissen zu ermoglichen. Romer verfolgte daher einen anderen Ansatz,
indem er analog zur Priparation von BLMs nach der Miiller-Rudin-Technik!®!
oder der Préparation von painted membranes nach Florin[" eine Losung aus
DPhPC in n-Dekan auf das portse Substrat aufstrich. Nach dem Ausdiinnen zu
einer Lipiddoppelschicht konnte er Membranwiderstdnde messen, die groft genug
waren, um den Einbau von z. B. antibiotischen Peptidkinélen oder eines viralen
TIonenkanals aus dem HI-Virus® 37 in die Lipiddoppelschicht durch Einzelkanal-

messungen nachzuweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Eignung der porésen Aluminate als Modellsy-
stem zur Untersuchung der Aktivitét lichtaktivierter Proteine untersucht werden.
Bacteriorhodopsin bietet sich in diesem Fall an, da es duRerst robust ist!®®! und
auch ohne in Vesikel rekonstituiert oder vorher solubilisiert worden zu sein in
Form von Purpurmembranfragmenten an Oberflichen adsorbiert werden kann.
Neben dem Ziel, den bei Belichtung festkorperunterstiitzter Membranen oft sto-

renden Photoartefakt zu charakterisieren und evtl. durch Substratmodifikationen
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zu reduzieren, stand vor allem die Untersuchung der Langzeitstabilitdt und der
Moglichkeit aufgrund des zweiten wafrigen Kompartiments auch stationére Stro-
me zu messen im Vordergrund. Die Reduzierung des Photoartefakts spielt z. B.
auch eine wichtige Rolle im Hinblick auf den Einsatz von Cage-Verbindungen,
die aktiviert durch einen intensiven Laserimpuls ein Gastmolekiil freigeben und

so einen lokalen Konzentrationssprung erzeugen.

In dieser Arbeit wurden drei Strategien verfolgt Bacteriorhodopsin an der Ober-
flache zu immobilisieren, die alle auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
der modifizierten Aluminat-Oberfliche und dem Protein beruhten. Bei allen Stra-
tegien wurde zunéchst die Immobilisierung des Proteins auf der jeweiligen funktio-
nalisierten Oberflache mit Hilfe der Quarzmikrowaage quantifiziert. Anschliefend
wurde die Aktivitdt des Proteins auf planaren Goldelektroden in Abhéngigkeit
von der Oberflachenfunktionalisierung untersucht, bevor die Eignung dieser Stra-
tegien bei Verwendung der pordsen Aluminate als unterstiitzender Festkorper

evaluiert wurde.

5.1 Oberflachenmodifikation mit Amino-

alkanthiolen

Die Adsorption von PM-Fragmenten an eine Aminoalkanthiol-funktionalisierte
Goldelektrode iiber elektrostatische Wechselwirkungen wurde bereits von Steinem![%?!
ausfithrlich beschrieben. Dort wurde Mercaptoethylamin (MEA) verwendet, in
dieser Arbeit kam zusétzlich Mercaptoundecylamin (MUA) zum Einsatz. Die
Quarzmikrowaagemessungen zeigten, dafs — im Gegensatz zu entsprechenden Mes-
sungen in der genannten Arbeit — zu einem gewissen Grad unspezifische Adsorp-
tion an die unbehandelte Goldelektrode stattfindet. Dies lafst sich moglicherweise
auf Einfliisse des experimentellen Aufbaus, wie z. B. die Pumpgeschwindigkeit,
oder der Probenvorbereitung zuriickfithren. Die Modifizierung der Goldelektro-
de mit Aminoalkanthiolen fiihrte zu einer deutlich verstirkten Adsorption der

Membranfragmente, wobei dieser Effekt bei Verwendung von MUA starker aus-
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gepriagt war. Dies steht im Gegensatz zu den Photostrommessungen, bei denen
unter Verwendung von MEA gréfsere Stromdichten erzielt wurden. Es muf jedoch
beriicksichtigt werden, dafs nicht nur die absolute Menge an immobilisiertem bR
entscheidend ist fiir den mefsbaren Stromflufs, sondern auch die Orientierung der
einzelnen Purpurmembranfragmente. Dals dies durchaus ein kritischer Parame-
ter ist, zeigten Untersuchungen von Bamberg et al.l'%?l die Schwarze Membranen
(BLMs) aus einer Lésung von Lipiden und Purpurmembranen in n-Dekan aufbau-
ten. Sie registrierten bei jedem individuellen Experiment eine andere Stromrich-
tung und fithrten dies — ausgehend von einer zufélligen Orientierung der beiden
PM-Seiten — nur auf die Varianz um den Fall I = 0 zuriick.

Beide Seiten der Purpurmembran weisen eine negative Oberflichenladungsdich-
te auf, die intrazellulire Seite ist jedoch stérker negativ geladen!®*™ % Wiirde die
Adsorption der PM-Fragmente nur iiber elektrostatische Wechselwirkungen erfol-
gen, so sollte diese Seite der Membranfragmente — und damit der C-Terminus des
Proteins — bevorzugt zur Goldelektrode weisen. Dies wiirde aufgrund des vektori-
ellen Transports in Bacteriorhodopsin bedeuten, daft Protonen von der Elektrode
weg transportiert wiirden, was der gemessenen Stromrichtung widerspricht. Die
unspezifische Adsorption an die Goldelektrode zeigt, dafs aufer elektrostatischen
auch noch andere Wechselwirkungen und die Morphologie der Membran eine Rol-
le spielen miissen. He et al.[?¥ beobachteten bei der alternierenden Adsorption von
Polykationen und PM-Fragmenten mit steigendem pH-Wert zunehmende Adsorp-
tion der PM-Fragmente und fiihrten dies ebenfalls auf konkurrierende nichtioni-
sche Wechselwirkungen, wie van-der-Waals-Kréfte zuriick. Bei dem verwendeten
pH-Wert von 5,6 ist dieser Einflufs offenbar so grof, dafs eine bR-Nettoorientierung
mit dem N-Terminus zur Elektrode resultiert. In Kap. 4.2 wurde die verstarkte
Adsorption bei der MUA-Beschichtung auf eine gréftere Oberflichenladungsdichte
— bedingt durch dichtere Packung der langerkettigen Aminoalkanthiole — zuriick-
gefiihrt. Den obigen Ausfithrungen zufolge bedingt dies auch, dafs die Orientierung
der PM-Fragmente verstiarkt durch elektrostatische Kréfte getrieben wird. Dies
bedeutet, daft der Anteil an PM-Fragmenten mit dem C-Terminus zur Elektrode

steigt und somit die asymmetrische Verteilung der Fragmente beziiglich der Ori-
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entierung zur Elektrode kleiner wird: Der Nettostrom sinkt.

Wegen der hohen Stromdichten, die bei Adsorption von PM-Fragmenten an so
modifizierte Goldelektroden gemessen wurden, wurde diese Methode zur stan-
dardméfigen Kontrolle der Aktivitdt des Proteins eingesetzt. Es lag nahe, dieses
Verfahren einzusetzen, um Bacteriorhodopsin auch auf den porosen Aluminaten

zu immobilisieren. Dabei wurden folgende Ergebnisse erhalten:

e Schon vor der Inkubation von PM-Fragmenten mit der funktionalisierten
Aluminatoberfliche wurden ausgepréagte Photostrome, auch Photoartefakte

genannt, gemessen.

e Es wurde eine Abhéngigkeit des Ausmafses der Photoartefakte von der Po-
rengrofe festgestellt.

e Die vermeintlichen bR-induzierten Signale und die jeweiligen Photoartefak-
te waren in Form und Gréfe sehr dhnlich und konnten daher nicht vonein-

ander diskriminiert werden.

Photoartefakte wurden auch bei Immobilisierung von Bacteriorhodopsin auf an-
deren Festkorperoberflichen diskutiert. Steinem et al.l'%! und Puu et al.*¥ ver-
wendeten Gold- bzw. Platinelektroden und detektierten Photoartefakte, die um
mehrere Grofsenordnungen kleiner waren als das bR-induzierte Signal. Seifert et
al.[*¥l verwendeten ebenfalls Goldelektroden auf denen sie painted membranes pri-
parierten. Sie beschrieben den Photoartefakt als variabel und unreproduzierbar
und wiesen darauf hin, daft gerade Bestrahlung mit kleinen Wellenldngen durch
Wechselwirkung des Lichts mit der Goldelektrode zu elektrischen Photostromen
fiihren kann. Es sei daher unerléflich Kontrollexperimente durchzufiihren, um
Protein-induzierte Signale von Photoartefakten zu diskriminieren. Als Hauptursa-
chen fiir die unerwiinschten Stréme nannten sie Ladungstrennung in den Lipidmo-
lekiilen und den Photoeffekt der Goldoberfliche nach Absorption von Photonen
im Metall. Dolfi et al.l'% préiparierten eine gemischte Alkanthiol/Phospholipid-
Doppelschicht auf einer Quecksilber-Tropfen-Elektrode und adsorbierten daran

PM-Fragmente. Sie stellten das absolute Fehlen von Photoartefakten heraus und
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wiesen daher auf die Eignung dieses Systems hin, photolabil geschiitzte Substrate,

wie z. B. caged ATP einzusetzen.

Die Bedeutung von Seiferts Forderung nach Kontrollexperimenten, um den Ur-
sprung des Photostroms eindeutig zu belegen, zeigt sich ganz deutlich bei der in
dieser Arbeit vorgenommenen Immobilisierung von Bacteriorhodopsin auf Amino-
alkanthiol-modifizierten Aluminaten. Die nach der Inkubation mit PM-Fragmenten
aufgezeichneten Signale kdnnten fiir sich genommen auch als bR-induzierte Stro-
me interpretiert werden. Erst der Vergleich mit dem vorher aufgezeichneten Pho-
toartefakt macht deutlich, daf eine Unterscheidung nicht moglich ist und somit
nicht auf die Aktivitdt des Proteins geschlossen werden kann.

Die Tatsache, dafs bei allen verwendeten Aluminaten eine transiente Komponente
beobachtet wurde, deutet darauf hin, daft die Oxid-Metall-Grenzfliche der Alu-
minate dabei eine Rolle spielt. Das Oxid weist eine gewisse Ionenbeweglichkeit
aufl®. Lichteinstrahlung koénnte somit zu einer Ladungsverschiebung im Oxid
und der damit verbundenen Aufladung der Grenzschichtkapazitit fithren. Die
Reduzierung des transienten Anteils des Photoartefaktes bei mehrfacher, direkt
aufeinander folgender Belichtung ist ein weiterer Hinweis auf die Aufladung der
Grenzflachenkapazitdt. In diesem Fall reicht die Zeit offensichtlich nicht aus, um
den Kondensator zu entladen. Der immer noch beobachtbare Rechteckstrom ist
vermutlich auf lichtinduzierte Ladungstragerverschiebungen innerhalb des Alu-
miniums zuriickzufiithren. Der Einflufs der Oxid-Metall-Grenzfliche auf den Pho-
toartefakt wird auch in der variierenden Maximalstromdichte bei den drei un-
terschiedlich hergestellten Aluminaten deutlich. Der entscheidende Parameter
scheint dabei nicht die Gesamtpordsitéit zu sein, sondern der Porendurchmesser
an der Oberféache. Vergleicht man geordnete und ungeordnete Oxalsdure-geitzte
Aluminate, so ist zu bedenken, dafs die an der Oberflaiche ungeordnete Poren-
struktur mit zunehmender Tiefe der Poren in eine geordnete Struktur tibergeht
0] ynd somit an der Oxid-Metall-Grenzfliche beide Substrate vergleichbare Po-
rositdt und Porendurchmesser aufweisen. Der grofere Photoartefakt bei der ge-

ordneten Oberflichenstruktur ist demnach auf die gréfteren Porendurchmesser an
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der Oberfliache zuriickzufiihren: Je kleiner die Poren, desto wahrscheinlicher wird
eingestrahltes Licht an den Porenwénden absorbiert und reflektiert und desto klei-
ner ist die lichtinduzierte Aufladung der Oxid-Metall-Grenzfliche. Bestatigt wird
dies durch den bei Phosphorsidure-geétzten Aluminaten beobachteten Photoarte-
fakt, der bei geringerer Pordsitét, aber grofserem Porendurchmesser im Vergleich
zu den geordneten Oxalsdure-Substraten deutlich grofer ist. Dariiber hinaus ist
denkbar, daR auch der beim Atzprozek verwendete Elektrolyt das Ausmaf des
Photoartefakts beeinflufst, da er u.a.den Einbau unterschiedlicher Anionen ins

Oxid® und damit unterschiedliche Ionenbeweglichkeiten bedingt.

Ein weiteres Problem bei der Immobilisierung von bR auf den Aluminaten stellt
moglicherweise die im Vergleich zur planaren Goldoberflache reduzierte Oberfla-
chenladungsdichte des porosen Substrats dar. Bei Verwendung von ungeordneten
Poren waren die gemessenen Stromantworten, in Ubereinstimmung mit den obi-
gen Ausfiihrungen zum Einfluf der Porengrofie, mit J =13-17nA /cm? vergleichs-
weise klein. Durch immobilisiertes Bacteriorhodopsin induzierte Protonenstrome
sollten in diesem Fall am ehesten nachweisbar sein. Da jedoch auch nur ein dem
Photoartefakt entsprechendes Signal aufgezeichnet wurde, liegt die Vermutung
nahe, dak kein oder nur sehr wenig PM-Fragmente an der Oberflache adsorbiert
wurden. Geht man bei einer planaren Goldoberfliche von 100 %iger Beschichtung
mit Aminoalkanthiolen aus, so ist dieser Anteil und damit auch die Oberflachen-
ladungsdichte bei den pordsen Substraten um die jeweilige Pordsitét, also den
Anteil der Poren an der Gesamtfliche, reduziert. Dies sind bei den ungeordneten
Aluminaten (17+3) %, bei den geordneten (36+7) % und bei den Phosphorséure-
geditzten (3344) %1°2921. Die Adsorption der Purpurmembranen sollte zu einem
gewissen Anteil {iber elektrostatische Wechselwirkungen erfolgen. Die pordsitéts-
bedingte Verringerung der Oberflachenladungsdichte schrankt dies offenbar stark

ein.

Selbst wenn man von einer ausreichenden Immobilisierung von Purpurmembra-

nen auf der pordsen Oberfliche ausgeht, gibt es einen weiteren Grund, der das
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Ausbleiben signifikanter Photostréme erkléren kénnte. Das Oxid weist keine nen-
nenswerte Leitfahigkeit fiir Protonen auf, d. h. die Messung von Protonenstrémen
kann nur iiber die Aufladung der Elektrolyt-Oxid-Grenzflachenkapazitét erfolgen.
Wiirde jedoch kein Potential aufgebaut, da z. B. eine gewisse Protonenleitfahigkeit
zwischen Purpurmembran und Substrat besteht, konnte kein transienter Strom
gemessen werden. Bedenkt man, daf die Membranfragmente wegen der reduzier-
ten Oberflichenladungsdichte eventuell ,recht locker” auf den Poren adhérieren,
so ist das Auftreten einer Protonenleitfihigkeit unter der Purpurmembran nicht

unwahrscheinlich.

Durch Ablosen der pordsen Schicht (Abb.4.27) und anschliefendes Aufsputtern
einer Goldschicht auf dem verbleibenden Barriereoxid wurde der Photoartefakt
deutlich reduziert. Nach der Immobilisierung von PM-Fragmenten auf diesem
Substrat konnten Bacteriorhodopsin-induzierte Photostrome eindeutig nachge-
wiesen werden. Dies kann als weiterer Hinweis auf die Bedeutung der Oxid-Metall-

Grenzflache und der reduzierten Oberflachenladungsdichte gewertet werden.

Zusammenfassend 1afst sich fiir die Immobilisierung von PM-Fragmenten auf po-
rosen Aluminaten bei Beschichtung der Porenstege mit Aminoalkanthiolen fest-
halten, dafs es mit Hilfe der Strommessungen nicht zu klédren ist, ob iiberhaupt
PM-Fragmente an der Oberflache adsorbiert wurden oder ob dies aufgrund der po-
renbedingten, reduzierten Wechselwirkung mit der Oberfliche stark eingeschrankt
war. Daher wurde nach Moglichkeiten gesucht, zum einen den Photoartefakt
zu reduzieren und zum anderen die Oberflichenladungsdichte des pordsen Sub-
strats zu erh6hen. Im néchsten Kapitel wird der Einflufl einer Beschichtung mit

Polyelektrolyt-Multischichten auf diesen Sachverhalt diskutiert.
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5.2 Oberflachenmodifikation mit Polyelektrolyt-
Multischichten

Da sich die Adsorption von PM-Fragmenten auf Aminoalkanthiol-beschichteten
Aluminaten aufgrund von oben genannten Griinden als nicht geeignet erwies,
die Aktivitat von Bacteriorhodopsin an der Oberfliche nachzuweisen, wurden die
Poren des Substrats mit Polyelektrolyt-Multischichten (PEM) tiberspannt. Da bei
fritheren, eigenen Untersuchungen!®® zur Immobilisierung von bR auf PEM die
Aktivitdt des Proteins, rekonstituiert in Vesikel, nicht aber in PM-Fragmenten
festgestellt wurde, wurden im Rahmen dieser Arbeit ausschlieflich bR-haltige
Vesikel verwendet.

Das Ausbleiben von bR-induzierten Stromen bei Verwendung von Purpurmem-
branen wurde damals auf unzureichende Wechselwirkung der rigiden Membran
mit den Polyelektrolyt-Kissen zuriickgefithrt. In der Literatur finden sich je-
doch Untersuchungen zu Multischichtstrukturen, bestehend aus alternierenden
Lagen von PM-Fragmenten und dem Polykation PDAC. Li et al.l'®l bauten
Schichtstrukturen aus bis zu 90 PDAC/PM-Doppelschichten auf und studier-
ten die Lebensdauer des M-Intermediats im bR-Photozyklus. He et al.l'%! konn-
ten bR-induzierte Photostrome in diesem System messen. Sie stellten eine kon-
tinuierliche Zunahme der Photostromdichten bis zu einem Maximum bei acht
PDAC/PM-Doppelschichten fest. Bei Adsorption weiterer Schichten sank die ma-

ximale Stromdichte wieder.

Die Strategie, Multischichten aus PDAC und PM aufzubauen, wurde in dieser
Arbeit nicht verfolgt, da nicht die Charakterisierung von Bacteriorhodopsin, son-
dern die Eignung der pordsen Aluminate als Modellsystem im Vordergrund stand.
Bei bis zu 90 PDAC/PM-Doppelschichten wie z. B. bei Li wiirden wohl eher Ef-
fekte innerhalb dieses Schichtvolumens eine Rolle spielen und nicht Vorgénge an
der Oberfliche der Aluminate. He stellte aufterdem fest, daf die Verwendung von
basischen pH-Werten die Adsorption von PM-Fragmenten begiinstigt und fiihrte
dies auf eine grofsere Ladungsdichte der PM-Oberflidche zuriick. Da das hier neben
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PDAC verwendete Polyethylenimin (PEI) aber ebenfalls pH-abhéngig ist, wurde
dieser Ansatz nicht verfolgt und stattdessen — wie bereits erwahnt — Bacteriorho-

dopsin in Vesikel rekonstituiert, statt PM-Fragmente zu adsorbieren.

Die Quarzmikrowaagemessungen zur Adsorption der bR-haltigen Vesikel, die zu
einem Anteil von 10 % negativ geladene Phospholipide enthielten, zeigten, dafs
sie bei allen verwendeten Polykationen an die Oberfliche adsorbierten. Die unter-
schiedlichen, maximalen Frequenz- und Dissipationsinderungen bei den verschie-
denen Polykationen kénnen durch die Unterschiede in der chemischen Struktur
(PDAC) bzw. im Molekulargewicht der Polymere (PEI), die das Adsorptionsver-
halten der Vesikel beeinflussen, erklart werden.

Besonders sei darauf hingewiesen, daf bei Adsorption an eine Doppelschicht
aus PSS/PEI7T50K die detektierte Frequenzédnderung kleiner war als an eine ein-
zelne PEIT50K-Schicht. Dies ist auf Interkalation der unterschiedlich geladenen
Polyelektrolyt-Schichten zuriickzufiihren. Diese Verwebung der benachbarten
Schichten wurde mit verschiedenen Techniken wie Neutronen-Reflektometrie!*07,
Forster-Energie-Transfer'®® und radioaktivem Labeln der geladenen Spezies!'%l
untersucht. Da sich die elektrischen Felder der einzelnen Schichten ebenfalls ge-
genseitig durchdringen, resultiert netto eine reduzierte Ladungsdichte an der

Oberflache.

Die grofen Frequenz- und Dissipationsidnderungen bei der Adsorption der Ve-
sikel, sowie das Ausbleiben eines zweistufigen Prozesses zeigen, daf sie nicht zu
einer planaren Lipiddoppelschicht spreiten, sondern intakt auf der Oberfliche
verbleiben. Trotzdem wurden signifikante lichtinduzierte Strome gemessen. Ein
dhnliches System wird von Fendler et al.*f! benutzt, um elektrogene Membran-
transportproteine zu charakterisieren. Dort werden die Proteoliposomen aller-
dings an eine festkorperunterstiitzte Lipiddoppelschicht adsorbiert und die Mes-
sung der elektrischen Signale erfolgt durch kapazitive Kopplung der bR-haltigen
Vesikel an die beschichtete Goldelektrode. Es ist denkbar, dafs diese Kopplung

zwischen den Vesikeln und der Elektrode unterbrochen wird, wenn die Vesikel
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durch die Polykation-Schicht von der Elektrode separiert werden, da Polyelek-
trolyte prinzipiell ionenleitend sind und somit elektrisch gesehen einen endlichen
ohmschen Widerstand darstellen. Entscheidend dafiir, ob die Entkopplung statt-
findet, ist das Verhéltnis von Abstand des Vesikels und Kontaktflache des Vesikels
mit der Oberflache. Ist die Kontaktfliche grofs im Vergleich zum Abstand, so ist
es unwahrscheinlich, daf der Ioneneinstrom in den Zwischenraum ausreicht, um

Membran- und Elektrodenkapazitiat zu entkoppeln.

Die Kontaktfliche eines adsorbierten Vesikels hidngt zum einen von der Adhé-
sionsenergie zwischen Vesikel und der Oberfliche ab, zum anderen von der Rand-
spannung, die auftritt, sobald die Vesikelform aufgrund der Adsorption an die
Oberfliche von der runden Idealform abweicht.["'% Im hier vorliegenden Fall wir-
ken starke attraktive Krifte zwischen Vesikel und Oberflache in Form von elek-
trostatischen Wechselwirkungen zwischen dem positiv geladenen Polykation und
den negativ geladenen Vesikeln. Dies sollte zu einer stark abgeflachten Form der
adsorbierten Vesikel fithren. Geht man von einem 50 nm-Vesikel aus, so sollte der
Kontaktflachendurchmesser deutlich grofier sein als diese 50 nm. Eine Grenzfall-
betrachtung, die aufgrund einer extremen Abflachung davon ausgeht, dafs prak-
tisch kein Innenvolumen mehr vorhanden ist, ergibt eine Kontaktfliche mit einem
Durchmesser von 70 nm. Die Dicke einer Polykation-Schicht wird in der Literatur
mit Werten von 6-11 A beschrieben!®*105- 1111 Dies bedeutet, daf der Abstand der
Vesikel klein ist im Vergleich zur Kontaktflache mit der Oberfliche. Die Grofen-
verhéltnisse sind in Abb.5.1 A schematisch dargestellt. Wird in diesem System
aufgrund des lichtgetriebenen Protonenflusses die Membrankapazitit aufgeladen,
reicht offensichtlich der Ioneneinstrom in den Zwischenraum wegen der gegebenen
Dimensionen nicht aus, um Membran- und Elektrodenkapazitit zu entkoppeln,

wie die Detektion von Photostromen zeigt.

Bei der Bedeckung der pordsen Substrate liegt ein anderer Sachverhalt vor. Um
vollstandige Bedeckung der Poren zu gewéhrleisten, wurden mindestens fiinf Dop-

pelschichten aus alternierenden Anionen und Kationen aufgebaut. Dies hat zwei
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Konsequenzen. Zum einen wird aufgrund der bereits angesprochenen Interkala-
tion benachbarter Schichten die Ladungsdichte an der Oberfliche herabgesetzt,
was vermutlich zu reduzierter Adsorption von Vesikeln und damit zu geringerer
Proteinkonzentration an der Oberfliche fithrt. Zum anderen verhindert die ca.
10nm dicke ionenleitende Schicht die kapazitive Kopplung von Lipidmembran
und Elektrode, da in diesem Fall die geometrischen Verhéltnisse durchaus Ionen-
einstrom in das Polymerkissen zulassen.

Betrachtet man das Polymerkissen aufgrund seines hohen Wassergehalts als Fest-
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Abb. 5.1: Schematische Darstellungen: A Adsorption eines bR-haltigen Vesikels an eine
Polykation-funktionalisierte Goldelektrode. Die Ausmafse der Polymer-Schicht sind klein im
Vergleich zur Kontaktfliche der Membran mit der Oberfliche und kapazitive Kopplung daher
moglich. B Adsorption eines bR-haltigen Vesikels an poroses Aluminat. Die Poren des Sub-
strats sind mit Polyelektrolyt-Multischichten iiberspannt. Aufgrund des Abstandes der Vesikel
von der Oberflache und der Ionenleitfahigkeit des Polymerkissens ist keine kapazitive Kopplung

moglich.

elektrolyt, so ist die Situation anschaulich mit einer bR-Vesikel-Suspension zu ver-
gleichen, deren Belichtung auch kein elektrisch auswertbares Signal liefert. Trotz-
dem wurden manchmal wie im in Abb. 4.28 gezeigten Beispiel transiente Strome
gemessen, die deutlich grofer waren als der Photoartefakt. Zum einen kénnte dies

auf einige gespreitete Vesikel zuriickzufiihren sein. Wenn die meisten Vesikel in-
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takt adsorbieren und nur einige zu einer bR-haltigen Lipiddoppelschicht spreiten,
ware dies mit der Quarzmikrowaage nicht zu detektieren. Ein andere Moglichkeit
ist, dafs dieses Signal auch nur auf den Photoartefakt zuriickzufithren ist. Letzte-
rer ist sehr variabel und unreproduzierbar. Es ist daher moglich, daf bei dieser
Messung zuféllig vor der Immobilisierung von Bacteriorhodopsin ein sehr gerin-
ger Photoartefakt auftrat. Dafl in den meisten Experimenten — unabhéngig vom
verwendeten Polykation — sich die Signale vor und nach der Zugabe der Vesikel
sehr dhnlich waren und diese zudem den in Kap. 4.3.1.2 fiir ungeordnete Poren be-
schriebenen Artefakten dhneln, spricht fiir die zweite Hypothese. Die erhaltenen
Maximalstromdichten waren bei allen Préparationen so klein, dafs auch eine wei-
tere Charakterisierung des Signals, z. B. durch Aufnahme eines Aktionsspektrums
nicht moéglich war. Dies war anders bei der dritten Strategie zur Immobilisierung

von Bacteriorhodopsin. Die Ergebnisse werden im folgenden Kapitel diskutiert.

5.3 Oberflachenmodifikation mit Lipidmembranen

Die dritte Strategie zur Immobilisierung von Bacteriorhodopsin auf pordsen Alu-
minaten beruhte auf der Adsorption von PM-Fragmenten an Lipiddoppelschich-
ten, bei Praparation auf den Aluminaten auch nano-BLMs genannt. Zunéchst
wurde allerdings wieder die Adsorption der PM-Fragmente mit der Quarzmikro-
waage quantifiziert und die Aktivitat des Proteins immobilisiert auf Goldelek-
troden untersucht. Die Lipiddoppelschichten auf den planaren Goldelektroden

werden nach Seifert!*3 als painted membranes bezeichnet.

Die im Vergleich zu Aminoalkanthiolschichten reduzierte Adsorption auf den
painted membranes kann auf die unterschiedliche Oberflachenladungsdichte bei
den beiden Modifikationsstrategien zuriickgefithrt werden. In der Lipiddoppel-
schicht ist aufgrund des Mischungsverhéltnisses von Lipid zu Octadecylamin nur
jedes 40. Molekiil positiv geladen, wihrend bei den Thiolschichten fast jedes che-
misorbierte Molekiil eine positive Ladung tragt. Der unterschiedliche pH-Wert -
5,6 bei den Aminoalkanthiolschichten und 7,4 bei den painted membranes — sollte

diese Verhéltnisse kaum verdndern. Wenn man von einem fiir aliphatische Amine
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giiltigen pKs-Wert von 9 ausgeht, sind im ersten Fall 99,9%, im zweiten 97,5%
der Aminogruppen protoniert. Die negativ geladenen Purpurmembranfragmente
weisen bei dem hoheren pH-Wert eine héhere Oberflichenladungsdichte auf und
sollten die Adsorption iiber elektrostatische Wechselwirkungen daher bei diesem
pH-Wert eher begiinstigen. Bei der Adsorption an painted membranes ist zudem

denkbar, daft auch nichtionische Wechselwirkungen die Adsorption beeinflussen.

Trotz der reduzierten Adsorption wurden signifikante lichtinduzierte Protonen-
strome gemessen. Die Messung der Strome beruhte auf der kapazitiven Kopplung
zwischen der planaren Lipidmembran und den PM-Fragmenten. Vergleicht man
die hier erhaltenen Stromdichten mit denen bei Adsorption an Aminoalkanthiol-
beschichtete Goldelektroden, so stellt man fest, daf sie um etwa den Faktor
zwei niedriger sind, wahrend die maximalen Frequenzénderungen bei den QCMD-
Messungen sogar um einen Faktor 10 niedriger liegen. Dies kann wiederum durch
die Orientierung der PM-Fragmente erklart werden. Bereits in Kap.5.1 wurde
dargestellt, dafs aufgrund von nichtionischen Wechselwirkungen und der Oberfla-
chenmorphologie die PM-Fragmente hauptsichlich mit der extrazellularen Seite
zur Goldelektrode adsorbieren, starke elektrostatische Wechselwirkungen jedoch
den Anteil der umgekehrt orientierten Fragmente erhohen konnen. Die grofere
Oberflachenladungsdichte bei der Aminoalkanthiol-Funktionalisierung sorgt also
zum einen fiir verstirkte Adsorption, andererseits werden aber auch verstirkt
Membranfragmente mit der intrazelluldren Seite zur Goldelektrode adsorbiert, so
daf der beobachtete Nettostrom nicht proportional mit der Anzahl an immobili-

sierten Bacteriorhodopsin-Molekiilen steigt.

Die erhaltenen Stromdichten waren grofs genug, um das Signal durch weitere
Messungen zu charakterisieren. Im einzelnen wurden folgende Ergebnisse erhal-

ten:

e Die Aufnahme eines Aktionsspektrums zeigt, dafs die gemessenen Strome
tatsdchlich auf die Pumpaktivitdt von Bacteriorhodopsin zuriickzufiithren
sind. Es ist gegeniiber dem Absorptionsspektrum von PM-Fragmenten in

Losung leicht rotverschoben.
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e Durch die Messung des Protonenstroms unter Variation der Lichtintensitat
konnte die theoretisch bestimmte Abhéngigkeit der Maximalstromdichten
und der Zeitkonstanten der transienten Strome von der Lichtintensitéit be-

statigt werden.

e Nach Zugabe des membranlslichen Protonencarriers CCCP wurden in Uber-
einstimmung mit den theoretischen Betrachtungen keine stationdren Strome

gemessen.

Die Messungen bestitigen im Wesentlichen die von Seifert et al.[*}l gemachten Be-
obachtungen. Jedoch wurden im Rahmen dieser Arbeit keine stationdren Strome
nach Zugabe von Ionophoren beobachtet. Bei dem hier verwendeten Ersatzschalt-
bild zur Beschreibung von painted membranes (Abb. 3.4 B) wird der Membranwi-
derstand vernachléssigt, da er so grof ist, dak keine nennenswerte Protonenleit-
fahigkeit besteht. Doch selbst wenn man davon ausgeht, daft dieser Widerstand
durch Zugabe von Ionophoren reduziert wird, so verhindert die sich unter der
Membran befindliche polarisierbare Goldelektrode einen kontinuierlichen Strom-
flufs und damit das Auftreten stationérer Strome. Dies ist — neben evtl. Problemen
bei der Rekonstitution groffer Membranproteine — auch der grofse Nachteil dieses

festkorperunterstiitzten Modellsystems.

Bei klassischen BLMs dagegen trennt die Lipiddoppelschicht zwei wéfrige Kom-
partimente, so daf die Messung stationirer Strome méoglich ist. Bamberg et al.l3]
zeigten dies fiir die Adsorption von PM-Fragmenten an BLMs, indem sie die
Membran durch Zugabe von Gramicidin A oder des Protonencarriers FCCP pro-
tonenleitend machten. In einer weiteren Arbeit wurden auch stationdre Strome
bei Adsorption Halorhodopsin-haltiger Membranfragmente an eine BLM beobach-
tet, nachdem der Cl1~/OH~-Carrier Triphenyltin zugegeben wurdel*?. Abb. 4.38
zeigt, daft bei Adsorption von PM-Fragmenten an nano-BLMs ebenfalls statio-
nare Strome gemessen wurden, die auch bei Dauerbelichtung iiber 10 min kon-
stant blieben. Die Poren des Substrats bilden also keine Diffusionsbarriere fiir
Protonen, was evtl. auf den Grotthu-Mechanismus fiir Protonendiffusion!''? zu-

riickzufiihren ist. Dieser geht davon aus, daf nicht einzelne Hydronium-Ionen
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fiir den Protonentransport verantwortlich sind, sondern die Protonen entlang ei-
ner Kette von Wassermolekiilen durch Umlagerung von Bindungen weitergegeben
werden. Es ist denkbar, daf auch die Sauerstoff-Ionen an der Oberflache des Alu-
miniumoxids an diesem Prozef beteiligt sind. In diesem Zusammenhang wére
es interessant, den Verlauf der stationdren Stréme bei Immobilisierung von Ha-
lorhodopsin auf den pordsen Aluminaten zu untersuchen, da in diesem Fall die
Chlorid-Ionen das portdse Material durch “einfache” Diffusion durchqueren miifs-
ten. Im nano-BLM-System gibt es also ein grofes wéfriges Kompartiment auf
der cis-Seite der Membran und viele kleine in Gestalt der Poren auf der trans-
Seite. Daher konnten die theoretischen Betrachtungen, die fiir das BLM-System
entwickelt wurden, fiir das nano-BLM-System {ibernommen werden. Der Einflufs
der Lichtintensitdt und der CCCP-Konzentration auf die lichtinduzierten Proto-
nenstrome wurde analog zu den Studien mit den klassischen BLMs untersucht,
wobei vergleichbare Ergebnisse erhalten wurden. Ebenso wurde wie bei den klas-
sischen BLMs eine leichte Rotverschiebung des Aktionsspektrums gegentiber dem

Absorptionsspektrum von PM-Fragmenten in Losung festgestellt.

Die Parallelen zwischen den beiden Sytemen enden, wenn man die Langzeit-
stabilitit der Membran betrachtet. BLMs werden hergestellt, indem man ei-
ne Lipidlosung in n-Dekan auf ein ca.100 ym grofes Loch in einer Teflonwand
streicht. Durch Ausdiinnen des Lipid-Losungsmittelgemisches entsteht eine frei-
tragende Membran, die nur 4-5nm dick ist, aber die Ausdehnung des 100-um-
Lochs hat. Daf ein solches Gebilde gegeniiber mechanischen Stérungen und Ad-
sorption von Membranfragmenten oder Vesikeln sehr anfallig ist, ist offensichtlich.
In der Literatur wird die Lebensdauer solcher Membranen mit bis zu acht Stunden
angegeben?" 1314 Bei SSMs dagegen wurde die Aktivitdt von Bacteriorhodop-
sin auch nach iiber 48h noch ohne Anderung der Signalqualitiit beobachtet[*].
Auch bei der Messung von Protonenstréomen bei Adsorption von PM-Fragmenten
an nano-BLMs wurden im Rahmen dieser Arbeit Langzeitstabilitéiten festgestellt,
die weit iiber die Lebensdauer der klassischen BLMs hinausgehen. Bei allen Pré-

parationen konnte der bR-induzierte Photostrom mehrere Tage lang ohne signi-
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fikante Anderung gemessen werden, in einem Fall sogar 18 Tage lang, bevor die
Membran absichtlich zerstort wurde. Wie Abb. 4.39 zeigt, nahm wéahrend dieser
Zeit der Membranwiderstand im Gegensatz zum Photostrom kontinuierlich ab.
Dies ist zu verstehen, wenn man davon ausgeht, dafs die einzelnen Poren des Sub-
strats voneinander entkoppelt sind. D. h. wenn die Membran iiber einigen Poren
aufreifst, bleibt sie dank der stabilisierend wirkenden Stege zwischen den Poren
iiber den anderen Poren intakt. Eine BLM hingegen wird komplett zerstort, wenn
sie an einer Stelle aufreifft. Die beobachtete Langzeitstabilitét ist auch im Ver-
gleich zu nano-BLMs ohne adsorbierte Membranfragmente ungewohnlich grofs.
Dies konnte wie folgt erklart werden: Wenn man von einem Durchmesser der PM-
Fragmente von 1-5 um ausgeht!''”l, so bedeckt ein Membranfragment ca.7-170
membraniiberspannte Poren. Teile der Lipidmembran, die von PM-Fragmenten
bedeckt sind, werden durch die rigide, starre Purpurmembran stabilisiert, wéh-
rend nicht bedeckte Teile teilweise aufreifen und so die langsame Abnahme des

Membranwiderstandes verursachen.

In Kap. 5.1 wurde das Auftreten von Photoartefakten unter anderem mit der Auf-
ladung der Oxid-Metall-Grenzflache in Zusammenhang gebracht. Bei den nano-
BLMs wurde das Oxid entfernt, um eine siebartige Struktur mit durchgehenden
Poren zu erhalten. Es traten in diesem System nur geringe Photoartefakte auf,
was die gemachten Annahmen bestatigt. Nano-BLMs sollten daher auch dazu
geeignet sein, weitere lichtaktivierte Proteine oder Reaktionen zu untersuchen,
bei denen auch starke Lichtquellen wie Laser eingesetzt werden. Als Beispiel sei
der Einsatz von Cage-Verbindungen oder das Studium von kinetischen Aspekten

lichtaktivierter Proteine genannt.

Die Aktivitdt von Bacteriorhodopsin wurde auch genutzt, um andere Modellmem-
branen auf Basis poroser Festkorpersubstrate zu untersuchen. Moran et al.*?! ver-
wendeten Millipore-Filter, die mit einer Losung aus Asolectin in n-Dekan impra-
gniert wurden. Kapazitdtsmessungen legten nahe, dafs keine Lipiddoppelschich-

ten, sondern dickere Membranen aus Multischichten oder mit hohem Lésungsmit-
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telanteil ausgebildet wurden. Nach der Zugabe von bR-haltigen Vesikeln konnten
sie lichtinduzierte Photostrome und -Spannungen messen. Durch Variation des
pH-Gradienten iiber das pordse Substrat zeigten sie, dak aber wohl aufgrund der
geringen lonenleitfahigkeit der Membran kein Protonentransport durch die Poren
stattfindet. Ein Versuch, die Leitfahigkeit der Membran durch Zugabe von Iono-

phoren zu erhohen, wurde nicht unternommen.

Die bei Adsorption von PM-Fragmenten an nano-BLMs erhaltenen Ergebnisse
und der Vergleich mit der Aktivitdt von Bacteriorhodopsin in den zwei etablier-
ten Modellsystemen — painted membranes und klassische BLMs — zeigen, daf das
nano-BLM-System als Hybrid beider Modellmembranen aufgefaftt werden kann,
daf die Vorteile beider in sich vereint. Zum einen ist die Messung stationérer
Strome moglich und es treten kaum Photartefakte bei Belichtung auf, zum ande-
ren zeichnen sich nano-BLMs durch hohe Langzeitstabilitit aus. Dies macht sie

auch fiir die Untersuchung weiterer lichtaktivierte Prozesse interessant.

5.4 Photostrome Chlamydomonas reinhardtii

Bei der dritten Strategie, also der Immobilisierung von Bacteriorhodopsin durch
Adsorption von PM-Fragmenten an nano-BLMs, konnte die Aktivitét des Prote-
ins an der Oberflache eindeutig nachgewiesen werden. Daher wurde dieses System
verwendet, um ein zweites lichtaktiviertes System zu untersuchen. Dabei handelt
es sich um die Griinalge Chlamydomonas reinhardtii. Harz et al.l”*] konnten mit
der patch clamp-Technik Rhodopsin-induzierte Photostrome messen, die durch
Ca?"- Tonen getragen wurden. Das Stromsignal bestand aus drei Komponenten,
die alle als durch Kénale fliekende Ionenstrome interpretiert wurden. Sie wurden
als Photorezeptorstrom, der praktisch verzogerungsfrei auf das Lichtsignal folgte
und in der Gegend des Augenflecks lokalisiert ist, sowie schneller und langsamer
Flagellenstrom bezeichnet. Spéter adsorbierte Hufnagel Chlamydomonas-Zellen
zum ersten Mal an festkorperunterstiitzte und Schwarze Membranen!"'6!. Uber ka-

pazitive Kopplung der Zellmembran an die planaren Lipiddoppelschichten konnte
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er transiente Stréme beim Ein- und Ausschalten des Lichts detektieren. Sie wur-
den dem Photorezeptorstrom zugeschrieben, da sie wie die erste Komponente bei
den patch clamp-Messungen quasi verzogerungsfrei auf das Lichtsignal folgten.
Lichtgesteuerte Ionenkanéle, die diese schnelle Kopplung von Photorezeptor und
Ionenkanal erkldren wiirden, waren bis dahin nicht bekannt. Tatséchlich identifi-
zierten Nagel et al.l®! ca. 10 Jahre spéter zwei lichtaktivierte Ionenkanile, Chan-
nelrhodopsinI und Channelrhodopsin 2, aus dem Augenfleck der Alge und cha-
rakterisierten sie nach Expression in Qozyten als lichtaktivierte H*- bzw. Ca?*-

Kanaéle.

Die Adsorption von Chlamydomonas-Zellen an das nano-BLM-System lieferte im
Prinzip dhnliche Ergebnisse wie bei Hufnagel. Es wurden lichtinduzierte transien-
te Strome gemessen, die analog zu Hufnagel dem Photorezeptorstrom, also dem
Offnen der Channelrhodopsin-Kanile, zugeordnet werden konnen. Ferner wurde
ebenfalls ein Adaptionsverhalten der Stromantwort nach Dauerbelichtung beob-
achtet, das nach Hufnagel auf Anreicherung eines langlebigen Intermediats im
Photozyklus der lichtaktivierten Kanéle zuriickgefithrt werden kann. Ein zweiter

Lichtpuls erzeugt dann ein entsprechend kleineres Signal.

Nach etwa 50 min wurde eine kontinuierliche Verringerung der maximalen Strom-
dichten beobachtet, was wie bei Hufnagel auf den Einflufl des Losungsmittels auf
die Zellen zuriickgefiithrt wurde. Dennoch sollte diese Zeitspanne ausreichen, um
weitere Untersuchungen an diesem System durchzufiihren. Z. B. konnten Chlamy-
domonas-Mutanten verwendet werden, in denen die Expression der Channelrho-
dopsine reprimiert wird, um weitere Informationen zur Funktion der Proteine in
wvwo zu erhalten. So ist beispielsweise die Frage, ob die beiden Kanile fiir das pho-
tophobische oder phototaktische Verhalten verantwortlich sind, in der Literatur

umstritten. 117 118l



6 Zusammenfassung

Poreniiberspannende Membranen auf der Basis poroser Aluminate stellen ein neu-
es Modellsystem fiir biologische Membranen dar. In dieser Arbeit konnte die
Eignung dieses System zur Untersuchung lichtaktivierter Proteine gezeigt wer-
den. Ein wichtiger Aspekt dabei war die Charakterisierung und Reduzierung des
Photoartefaktes. Als Modellprotein wurde mit Bacteriorhodopsin ein gut cha-
rakterisiertes und &uferst robustes Protein verwendet. Drei Strategien, die sich
in der Art der Oberflichenfunktionalisierung unterschieden, wurden eingesetzt,
um Bacteriorhodopsin iiber elektrostatische Wechselwirkungen an die Oberfléache
der Aluminate zu adsorbieren. Die erste Strategie bestand in der Chemisorption
von Aminoalkanthiolen an die Goldelektrode, die zweite in der Priaparation von
Polyelektrolyt-Multischichten. Bei der dritten Beschichtungsstrategie wurden die
Poren mit nano-BLMs iiberspannt. Bacteriorhodopsin wurde entweder in Form
von Purpurmembranfragmenten (Strategie 1 und 3) oder rekonstituiert in Lipidve-
sikel (Strategie 2) an die Substratoberfliche adsorbiert. Quarzmikrowaage- sowie
Photostrom-Messungen zeigten, dal unter Verwendung planarer Goldelektroden
als Festkorpersubstrate bei allen Strategien das Protein an der Oberflache immo-

bilisert und bR-induzierte Photostrome gemessen werden konnten.

Bei Verwendung der pordsen Aluminate bestand der erste Schritt stets in der
Beschichtung der Porenstege mit einer diinnen Goldschicht. Zunéchst wurden
Substrate mit geschlossenen Poren verwendet. Es zeigte sich bei Immobilisierung
von bR an die Aminoalkanthiol-beschichtete Oberfliche, daf auch unter Varia-
tion des Herstellungsprozesses der Aluminate das vermeintliche bR-Signal nicht
vom Photoartefakt diskriminiert werden konnte. Auch bei der zweiten Strate-

gie konnten aufgrund fehlender kapazitiver Kopplung von bR-Vesikeln an die
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Oberfléche keine signifikanten Photostrome gemessen werden. Das Auftreten des
Photoartefaktes in diesem System wurde der lichtinduzierten Aufladung der Oxid-
Metall-Grenzflichenkapazitiat zugeordnet. Daher wurden bei der dritten Strategie
offene Poren verwendet, die durch Ablosen des Aluminiums und anschliefsendes
Entfernen des Barriereoxids durch chemisches Atzen hergestellt wurden. Die Po-
ren wurden mit Octadecylamin-haltigen nano-BLMs iiberspannt. Photoartefakte
wurden nicht mehr beobachtet oder waren vernachléssigbar klein. Nach Adsorpti-
on von Purpurmembranfragmenten konnte die lichtinduzierte Protonenpumpakti-
vitédt von Bacteriorhodopsin nachgewiesen werden, die sich im Auftreten transien-
ter Strome beim Ein- und Ausschalten des Lichts dufserte. Das Aktionsspektrum
war im Vergleich zum Absorptionsspektrum des Proteins leicht rotverschoben,
zeigte aber dennoch eindeutig, daf die gemessenen Strome auf die Aktivitdt des
Proteins zuriickzufiihren sind. Durch Messung der Maximalstromdichten und der
Zeitkonstanten der transienten Strome wurde gezeigt, dafs das sogenannte sand-
wich-Modell — entwickelt fiir Adsorption von PM an klassische BLMs — auf das
nano-BLM-System iibertragen werden kann. Stationére Stréme wurden gemessen,
nachdem die Leitfdhigkeit der Lipidmembran durch Zugabe von CCCP, einem
membranloslichen Protonencarrier, erhoht wurde. Die Konstanz der stationdren
Strome auch iiber mehrere Minuten hinweg zeigt, dafs Protonentransfer iiber die
Membran erfolgt und eine ausreichende Protonenleitfahigkeit entlang der Poren

gegeben ist.

Neben Bacteriorhodopsin wurde ein zweites lichtaktiviertes System an nano-
BLMs adsorbiert. Durch kapazitive Kopplung der einzelligen Griinalge Chlamy-
domonas reinhardtii an die Membran konnten erneut lichtinduzierte Photostro-
me gemessen werden, die auf die Offnung von Kationenkanilen im Augenfleck
der Zelle zuriickzufiihren sind. Ein Adaptionsverhalten der Stromantwort wurde

beobachtet.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dafs ein Modellsystem, basierend auf poren-
iiberspannenden Membranen in Zukunft durchaus einen Beitrag zur Charakteri-
sierung von lichtaktivierten Proteinen und anderen lichtgesteuerten membrange-

bundenen Prozessen leisten kann.



7 Summary

Pore-suspending membranes based on porous alumina serve as a new model sy-
stem for biological membranes. Within this study the suitability of the system
for the investigation of light-activated proteins was shown. Because of its uni-
que stability the well characterised protein bacteriorhodopsin was chosen as a
model protein. To adsorb the protein to the surface of the alumina by electrosta-
tic interactions three strategies, differing in the way of surface functionalisation,
were used. The first one was based on chemisorption of aminoalkanethiols, the
second one on the preparation of polyelectrolyte multilayers. In the third strategy
nano-BLMs suspended the pores of the substrate. Bacteriorhodopsin was adsor-
bed using purple membranes (strategy 1 and 3) or bR-reconstituted lipid vesicles
(strategy 2). Quarz crystal microbalance and photo current measurements showed
that using planar gold electrodes as a solid support all strategies were suitable for

immobilising the protein on the surface resulting in bR-induced photo currents.

When using porous alumina substrates a thin gold layer was sputtered on top
in a first step. Initially pores with underlying aluminum and barrier oxide layers
were used. Preparing the surface with aminoalkanethiols it turned out that the
photoartefact and the supposed bR-signal could not be discriminated. This obser-
vation did not depend on the way of fabricating the substrate. Due to the missing
capacitive coupling of the bR-vesicles to the surface no significant photocurrents
were recorded using the second strategy either. The charging of the oxide-metal-
interface was thought to be responsible for the occurence of photoartefacts in
this system. For this reason the aluminum and the barrier oxide were removed off

the porous alumina substrates used in the third strategy. Afterwards the pores
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were suspended with octadecylamin-containing nano-BLMs. Photoartefacts were
no longer detected or very small. After adsorption of purple membranes transient
currents were observed upon switching on and off the light, respectively, which
was attributed to bacteriorhodopsin activity. An action spectrum was recorded
which was slightly red-shifted but nevertheless unambiguously showed that the
photocurrents reflect the electrical activity of the protein. By measuring the light-
dependent maximum current densities and time constants of the transient cur-
rents it was demonstrated that the so-called sandwich-model, developed for the
adsorption of PM to classic BLMs, can be transfered to the nano-BLM-system.
Stationary currents were observed after increasing the conductance of the lipid
bilayer by addition of the membrane-soluble protonophore CCCP. These currents
were stable for several minutes indicating that protons are transported across the

lipid bilayer and that there is a sufficient proton conductance along the pores.

A second light-activated system was adsorbed to the nano-BLMs. By capaci-
tive coupling of the unicellular alga Chlamydomonas reinhardtic light-induced
currents were observed which can be attributed to the opening of cation channels
in the eyespot of the cell. Upon multiple light exposure an adaption behaviour of

the current response was observed.

The results presented in this work show that in the future a model system based
on pore-suspending membranes can contribute to the characterisation of light-

activated proteins and further light-controlled membrane-related processes.
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8 Anhang

A1 Symbolverzeichnis

N S IO NS ~NQ 5 Qe

3 = = & 9

<

Flache

Kapazitit, Sauerbrey-Konstante
Dissipationsfaktor
Leitfahigkeit, Freie Enthalpie
Strom

Stromdichte

Lichtintensitat, Induktivitét
Molare Masse

Ladung, Giite

Widerstand

Kapazitat

Impedanz

Konzentration

Dicke, Abstand

Frequenz

Plancksches Wirkungsquantum
Masse

Radius
Proportionalitatskonstante
Zeit

Geschwindigkeit

Dielektrizitatskonstante
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o) Phasenwinkel

A Wellenlange

I Schermodul

p

o Konzentrationswiderstand

T Zeitkonstante

w Kreisfrequenz

A2 Abkiirzungsverzeichnis

AC
AFM
Bis-Tris

BLM
CPE

DC
DPhPC
DPPA
DPPTE
EIS

MEA
min
MUA
ODA
oDT
PE

alternating current

Atomic Force Microscope
Bis(2-hydroxyethyl)-imino-tris(hydroxymethyl)-
methan

schwarze Membranen (black lipid membranes)
constant phase element

Tage

Direct Current
Diphytanoylphosphatidylcholin
Dipalmitoylphospatidylsaure
Dipalmitoylphosphatidylthioethanol
Electrical Impedance Spectroscopy

Stunden

Membran

Mercaptoethylamin

Minuten

Mercaptoundecylamin

Octadecylamin

Octadecanthiol

Polyelektrolyt
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PEM

Tris

wt

A3 Chemikalien

Aceton
Agar
Asolectin
Argon
Bis-Tris
CCCP
Chloroform
Chrom(VI)-Oxide
n-Dekan
DPhPC
DPPA
DPPTE
Ethanol

Fleischpepton, neutral

tryptisch verdaut

Kaliumchlorid

Mercaptoethansulfonsaure
Mercaptoethylamin
11-Mercaptoundekylamin

Methanol
Mucasol

Natriumsulfat

ODA

Polyelektrolyt-Multischichte(n)

Sekunden

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

weight

Merck (Darmstadt)

DIFCO Laboratories (Detroit, USA)
Fluka (Buchs, CH)

Linde (Miinchen)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Fluka (Neu-Ulm)

Oxoid (Basingstoke, UK)
Merck (Darmstadt)

Fluka (Buchs, CH)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Probior (Miinchen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
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oDT Merck-Schuchardt (Hohenbrunn)
Oxalséure Merck (Darmstadt)

ortho-Phosphorsiure, 85%
Polydiallyldimethylammonium-

chlorid

Polyethylenimin
Polystyrolsulfonséure
Quecksilber (II)-Chlorid
Schwefelsaure, 95-97%
Stickstoft

Tris

A4 Materialien

Aluminium

Gold

Kalrez® O-Ringe
Platindraht

A5 Gerate

Atzapparatur

Keithley 2400 Source Meter
Tektronix PS 280 DC Power Supply
Tektronix Power Supply EA-PS 9300-02

Ecoline RE 104

Impedanzspektroskopie

Impedance/Gain-Phase Analyzer SI 1260

1296 Dielectric Interface

Merck (Darmstadt)

Aldrich (Steinheim)
Aldrich (Steinheim)
Aldrich (Steinheim)
Merck (Darmstadt
Merck (Darmstadt
Linde (Miinchen)

USB (Cleveland, USA)

)
)

Goodfellow (Huntingdon, UK)
Elektronen Optik Service (Dortmund)
DuPont Dow Elast. (Newark, USA)
Goodfellow (Huntingdon, UK)

Keithley Instr. (Cleveland, USA)
Tektronix Inc. (Beaverton, USA)
Tektronix Inc. (Beaverton, USA)
Lauda GmbH (Ké&nigshofen)

Solartron Instr. (Farnborough, UK)
Solartron Instr. (Farnborough, UK)
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Strommefigerat

Halogenlampe, 250 W

Lichtleiter

A /D-Wandler-Karte
OG H15-Kantenfilter

Interferenz-Bandfilter

Sonstige Gerate

Q-CMD

pH-Meter Knick 761 Calimatic
Plasma Cleaner PDC 32G-2
Sputter coater 108 auto
Thickness Controller mtm 20
Ultraschallbad Bandelin Sonorex
RK 255 H

Reinstwasseranlage

MilliQ RO 10 Plus

MilliQ plus 185

Opto Sonderbedarf GmbH
(Miinchen)

Opto Sonderbedarf GmbH
(Miinchen)

National Instruments (Miinchen)
AHF Analysentechnik (Tiibimgen)
ITOS GmbH (Mainz)

Eigenbau, AK Steinem
Knick (Berlin)

Harrick (New York, USA)
Cressington (Watford, USA)
Cressington (Watford, USA)

Bandelin Electronic (Berlin)

Millipore (Eschborn)
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