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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Proteinstruktur, -entfaltung und -aggregation

Proteine weisen eine Reihe unterschiedlichster tamdn in lebenden Organismen auf und
sind somit in jedem Lebewesen auf der Erde vorhrandeben dem zielgerichteten Transport
von Stoffen, der strukturgebenden Funktion und Betennung von Signalstoffen dienen
Proteine auch als Enzyme, die essentielle chemigsbbaktionen in biologischen Zellen
katalysieren. In der Regel geht ihre Zusammensgtzans der Verknipfung von 20
unterschiedlichen natirlich vorkommendeaAminocarbonsauren hervor. Die native
dreidimensionale Struktur von Proteinen wird durche Primarstruktur, also die
Aminosauresequenz, determiniert. Die Priméarstruktoes jeden Proteins wird im Erbgut, der
DNA codiert. Durch eine bestimmte Konformation y@nmarstrukturen resultieren typische in
unterschiedlichen Proteinen haufig vorkommende Ba#ustrukturelemente wie z.B-Helices
oder B-Faltblatter, welche durch die Ausbildung von Wasssfbrickenbindungen stabilisiert
werden. Aus der raumlichen Anordnung der Sekunditsirelemente resultiert eine
Ubergeordnete sog. Tertiarstruktur, die durch Wassibricken, dem hydrophoben Effekt,
Disulfidbricken von Cysteinseitenketten und eledtiische Wechselwirkungen stabilisiert
wird. Liegt eine Zusammenlagerung von Proteinuméegten vor, die eine Tertiarstruktur
aufweisen, so resultiert die sog. Quartarstrukivelche ebenfalls durch Wasserstoffbriicken,
van der Waals- und elektrostatische Wechselwirkanggbilisiert wird. Unter Umstéanden
werden Metallionen, welche katalytische Funktioreurfweisen, von Proteinuntereinheiten
eingeschlossen. Als prominentes Beispiel gilt dambiglobin, bei dem ein Eisenion von zwei
a-Hamoglobinstrangen und zwpiHa&moglobinstrangen umschlossen und dazu befahigt w
Sauerstoff im Blut zu transportieren. Trotz derf3go Anzahl an mdglichen dreidimensionalen
Strukturen besitzen native Proteine, welche inrailtgnergieminimum liegen, eine definierte
Konformation (Levinthal-Paradoxoh).Die Faltung bis zur nativen Struktur der Proteine
verlauft nicht immer spontan, sondern wird in deg® in intakten Zellen von sog. Chaperonen
begleitet, da fehlgefaltete Proteine ihre bioloeséunktion nicht ausfithren kénnehiegen
fehlgefaltete Proteine vor, so werden diese inaveit Schritten letztlich im Proteasom zersetzt
und die Aminosauren zur erneuten Proteinbiosyntheseder freigesetzt. Bei hohen
Konzentrationen fehlgefalteter Proteinmolekile kame Rulckfaltung in den nativen Zustand
nicht immer erfolgen, da starke intermolekulare Wsstwirkungen vorliegen kénnen. Folglich
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resultiert eine Ausbildung irreversibler Aggregaféerden solche Aggregate vivo gebildet,
so koénnen schwerwiegende gesundheitliche Problenfeeten, da sie einen potentiell
pathogenen Charakter mit sich bringen. Ein Ubekblitber die Proteinfaltungs- und
-aggregationsprozesse sind in Abbildung 1.1 daefjest
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Abbildung 1.1. Uberblick lber Proteinfaltungs- und -aggregatioazpsse. Modifiziert nach
Referenz 3.

Aufgrund ihrer Struktur wurde im Jahre 1854 vondBifi Virchow der Begriff ,Amyloid”
(=,starkeadhnlich®) far fibrillare Proteinaggregateingefiihrt. Amyloide sind in der Lage
degenerative Krankheiten (Amyloidosen) durch ihtdafyerung in verschiedenen Organen zu
verursacheft® Neben Typ-ll-Diabetes stehen amyloide Fibrillen Vferdacht, mit der
Creutzfeldt-Jacob- und der Alzheimerkrankheit inBiiedung zu steheh’ Die Struktur von
Amyloiden geht aus der sogrossf-Konformation hervor, bei der eine regelmafiige
Anordnung von Proteinmolekilen faStrangkonformation senkrecht zur Fibrillachse o
(siehe Abbildung 1.2). Fibrillen gehen aus derrien Zusammenlagerung mehrerer Filamente

hervor und weisen einen Durchmesser von 3-15 nrreimelLénge von mehreren 100 nm &uf.
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Abbildung 1.2. Schematische Darstellung der strukturellen Anongnwon B-Strédngen in
Insulinfibrillen nach Referenz 3 modifiziert.

Fibrillare Aggregate sind in Wasser schwerloslicld weisen generell eine hohe Bestandigkeit
gegeniber der Temperatur, dem Druck und Proteagemavitro lassen sich unter bestimmten

Bedingungen fibrillare Proteinstrukturen erzeugem/che aus sequentiell nicht homologen
Proteinen bestehen. Auch Homopolypeptide neigererugeeigneten Bedingungen dazu

Fibrillen auszubilderd**

1.2 Proteinadsorption

Die Adsorption von Proteinen an festen Grenzflacgielt, ob erwinscht oder unerwinscht,
eine wichtige Rolle sowohl in wissenschaftlichess aluch in alltaglichen Bereichéh.in
biologischen Zellen wechselwirken viele Proteing mologischen Lipidmembranen, welche
ihre natlrliche Umgebung darstellen. Zum Beispidblgen die beiden wohl wichtigsten
biologischen Energieumwandlungsprozesse an Membyramelche bestimmte Enzyme und
Proteine in einer gewissen Anordnung beinhaltee: Ebtosynthese zur Umwandlung von
Licht- in chemische Energie und die oxidative Plmsplierung zur Synthese von
Adenosintriphosphdf. Blut beinhaltet viele Proteine, wie z.B. Fibrinogewelches eine
wichtige Rolle in der Blutgerinnung tbernimmt. Kommlut mit kinstlichen Oberflachen,
speziell glasdhnlichen Oberflachen, in Kontakt, kemn eine Thrombusbildung beobachtet
werden, die auf eine Proteinadsorption mit ansBelreler Adhasion von Blutplattchen

zurtckzufiuhren ist. Im Falle einer Verletzung $téér Blutgerinnungsprozess einen nitzlichen
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Effekt dar, wohingegen im Falle von kunstlichen lampaten und medizinischen Geraten eine
nachteilige Reduzierung der Biokompatibilitat vegi:*

Proteinadsorption spielt auch im Bereich der Bibtedogie und der medizinischen Diagnostik
eine wichtige Rolle (siehe Abbildung 1)Schwangerschaftstests basieren auf der Detektion
des Hormons Humanes Choriongonadotropin (hCG) imn.Uin diesem Festphasen-
immunoassay wird ein sandwichartiger Komplex aus eizwAntikorpermolektlen
Immunglobulin G und dem Antigen hCG gebildet. Eides beiden Immunglobuline G ist an
der festen Phase immobilisiert und bindet hCG. Pasite Immunglobulin G ist mit einem
Enzym markiert, welches die Katalyse einer Farltteakzur optischen Detektion durchfihrt
(enzyme-linked immunosorbent ass&LISA). Zu den immobilisierten Antikorpern wird
zusatzlich Rinderserumalbumin (BSA) auf der fef@aase adsorbiert, um freie Bindungspléatze
zu blockieren, so dass keine unspezifischen Bineingrfolgen. Im Falle der Proteomik
werden Biochips verwendet, welche in vergleichbahMgise wie Festphasenimmunoassays
funktionieren, oder aber es werden verschiedenenAxon Proteinen auf unterschiedlich

chemisch modifizierten Grenzflachen adsorbiert analysiert>

positive Antikorper hydrophob
Ladung

+ 4" WY ;;;;

negative Proteine Metallionen
Ladung

Abbildung 1.3. Biochips als Beispiel fur die Proteinadsorptiorvassrig-festen Grenzflachen.

Unerwinscht hingegen ist die Adsorption von Praeiz.B. auf Kontaktlinsen. Das in der
Tranenflussigkeit enthaltene Enzym Lysozym schesdgt auf der Kontaktlinsenoberflache ab
und bildet einen Biofilm, welcher in der Lage isthmunologische Reaktionen und
Entziindungen am Auge hervorzurufen. Dementsprecis¢mihe regelmafiige Reinigung, d.h.
eine Proteinentfernung, der Kontaktlinsen notweldigweiterhin resultiert aus der

proteinadsorptionsvermittelten Anhaftung von Meerganismen an Schiffsrimpfen aufgrund



1.2 Proteinadsorption

eines erhohten Strémungswiderstandes und einerhterhdMasse ein stark erhéhter
Treibstoffverbrauch!

Die spontane Adsorption von Proteinen erfolgt memtmer dann, wenn eine wassrige
Proteinldsung mit einer festen Grenzfliche in Kkntasteht®® Diese hohe
Grenzflachenaktivitat von Proteinmolekilen ist einginsische Eigenschaft, die jedoch nicht
von einem gemeinsamen strukturellen Merkmal hetyigia Proteine wie bereits beschrieben,
aus 20 unterschiedlichen Aminosauren aufgebautelkax® Molekiile darstelleft. Neben van
der Waals Wechselwirkungen zwischen den Atomen HEesteins und denjenigen der
Substratgrenzflache treten weiterhin auch elekdtssthe Wechselwirkungen der positiv bzw.
negativ geladenen Proteinseitenketten und der figeri Grenzflache auf. Auch die
Hydrophobizitat der Seitenketten variiert stark, dass Proteine amphiphil vorliegen. Aus
diesem Grund neigen Proteine zur Anlagerung an ZLHémmen zweier Phasen mit
unterschiedlicher Polaritat. Proteine weisen eirrefativ hohen Grad an konformeller
Flexibilitat auf. Im gefalteten Zustand sind Praotei nur geringfligig stabiler als im
denaturierten Zustand. Die Freie Standard-EntfgKt@ibbsenergie liegt im Allgemeinen im
Bereich von 20-60 kJ mo] so dass bei einer Anderung der Umgebung leiche ei
Konformationsanderung erfolgen kann. Demnach kanine egrenzflacheninduzierte
Konformationsanderung zu einem optimierten undikt@mn Kontakt zwischen Protein und
Substrat fuhren. Diese sich Uber eine gewisse &aitellende Relaxation verursacht eine
makroskopische Irreversibilitat des Proteinadsonsprozesses:®*

Der Adsorptionsgrad von Proteinen an festen odesijen Grenzflachen ist sowohl von der
Proteinstruktur als auch von den chemischen undsikalyschen Eigenschaften der
Grenzflachen abhangig. Die Adsorption von Proteimamde auf nahezu allen Arten von
Oberflachen, wie Silicium, Polymeren, Metallen,Z&al und Luft, hin untersucht. Die Polaritat
einer Grenzflache wird malRgeblich von ihrem cheh@scAufbau bestimmt. Allgemein kann
gesagt werden, dass mit steigender Hydrophobgaitéts Proteins ein héherer Adsorptionsgrad,
eine verstarkte Konformationsdnderung sowie ein&ros&opische Irreversibilitat resultiert.
Dies lasst sich dadurch zeigen, dass bei einerivienahg der Proteinldsung keine Desorption
erfolgt. Fur die Untersuchung der Auswirkung deemischen Grenzflachenbeschaffenheit
stellenself-assembled monolayefSAMs) ein niitzliches Werkzeug d&rSAMs bestehen in
der Regel aus an Goldoberflachen kovalent gebumdimgkettigen Alkanthiolen. Durch die
Einfuhrung von funktionellen Gruppen lassen sicliinierte Grenzflachen mit spezifischen
Eigenschaften darstellen. Polymerblrsten stellene eweitere interessante Art der

Grenzflachenmodifikation dar. Polymerbirsten werdkmch die kovalente Bindung eines
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1. Einleitung

Endes von Polymerketten an ein festes Substraesilj>®’ Im Falle von Polyethylenoxid
(PEO)-Bursten liegt eine sehr hohe Proteinresis@uigrund eines osmotisch-entropischen
Prozesses vor. Hierbei erfolgt bei Annaherung eifreseinmolekils an die Polymerburste eine
Kompression, welche zu einer Verkleinerung der kKamfationsentropie der Polymerketten
und einem Anstieg des lokalen osmotischen Druckst.fibas Proteinmolekil wird aufgrund
der Ruckgewinnung der Konformationsentropie und @gffusion von Wasser in die
komprimierte Birste von der modifizierten GrenzfiéabgestoRefi:*° Polyacrylsaure (PAA)-
Birsten weisen eine Besonderheit auf, da je naclenstarke der Adsorptionsgrad der

Proteinmolekdile variiert werden kaht°

1.3 Polyelektrolyt- und Proteinmultischichten

Eine andere Moglichkeit der Modifikation und Opteniung von Grenzflachen zur
Immobilisierung von Proteinen stellt der Aufbau v@wlyelektrolytmultischichten (PEMSs)
dar®3? Multischichten werden durch die konsekutive Abstdheg von Polykationen und
Polyanionen aufgebaut. Aufgrund der FlexibilitaihvBolyelektrolyten resultiert eine mildere
Umgebung fur adsorbierte Proteine. In einer Reihe Studien wurde gezeigt, dass die native
Konformation von Proteinen, welche auf PEMs adsstbbzw. in PEMs eingebettet sind,
grof3tenteils erhalten bleibt. Zusatzlich wird efPwdtein-Protein-Aggregation verhindert, und
es liegt weiterhin eine hohe Enzymaktivitat ¥Of° Die Anwendung von PEMs sowohl als
Benetzungsmaterialien als auch im Bereich des Wdfltsansports wurde bereits in
zahlreichen Studien detailliert untersucht. Sie fehe aufgrund ihrer vielfaltigen
Zusammensetzung und leichten Praparation einen egroBeitrag zu diesem
Forschungsgebiét:*” Im Allgemeinen werden Polyelektrolyte schichtwewef einer festen
Substratgrenzflache, z.B. durch das Eintauchen irassnige Polyanion- bzw.
Polykationlésungen, abgeschieden. PEMs kénnen doawdhplanaren Grenzflachen als auch
auf kolloidalen Partikeln aufgebaut werden. Wer&eateinmolekile als eine Komponente in
PEMs verwendet, so kann ihre biologische Aktivitd. in Biosensoren oder enzymatischen
Applikationen induziert werdeft:*>***° Auch der Aufbau von reinen Proteinmultischichten
ohne die Anwendung zusétzlicher Polymere kann dyefitnrt werded® Mit Hilfe der layer-
by-layer-depositioMethode kénnen durch Abscheidung entgegengesetziadeageer
Polyelektrolyte auch Mikrokapseln hergestellt werdeelche sowohl zum Wirkstofftransport



1.3 Polyelektrolyt- und Proteinmultischichten

als auch zur Durchfihrung von chemischen Reaktiofiédrig sind*** Im Falle von
Biosensoren und Trennungsmembranen sollten Muitistdn eine gewisse Langlebigkeit und
Haltbarkeit aufweisen. Als Wirkstofftransportsysteraollten biokompatible und biologisch
abbaubare Eigenschaften vorliegen, um medizinisétméarderungen zu gentigen. Im Bereich
der Biotechnologie werden haufig Hydrogele bestdhars Polyethylenglycol (PEG) aufgrund
dessen hoher Biokompatibilitat angewaf{dtBiologisch abbaubare Polymere sind z.B.
Polylactide, Chitosan und das Polypeptid Gelatfriéur Herstellung von PEMs aus biologisch
abbaubaren und biokompatiblen Komponenten werdeffighéie Polypetide Polylysin und

Polyglutamat und das Polysaccharid Hyaluronsau#d glerwendef:®4’
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Abbildung 1.4. In einer Polyelektrolytmultischicht eingelagertesulin bildet bei Erhéhung
der Temperatur oder in Anwesenheit von Amyloidkeimggregate aus.

Ein Hauptbestandteil dieser Arbeit handelt von lderstellung neuartiger Ultradiinnschichten,
welche ein zweidimensionales Netzwerk aus amyl@deg Insulin als Strukturelement
beinhalten (siehe Abbildung 1.4). Dieses Netzwer&téht aus Proteinmolekiilen, welche sehr
stark Uber nicht kovalente Bindungen miteinandechselwirken. Durch die Anwendung von
Hyaluronsaure als Baustein jener Multischichteh siole hohe Biokompatibilitat gewahrleistet
sein, um solch fibrillare Netzwerke als Wirkstaditisportsysteme zu beféahigen. In neueren
Studien wurde gezeigt, dass eher préafibrillare &ggte (Oligomere) amyloidogener Peptide
die toxische Spezies darstellen anstatt ausgardifteyloidfibrillen.”*® Einige amyloidogene
Proteinstrukturen weisen hilfreiche Funktionenabdnden Organismen auf (sog. funktionelle
Amyloide)®*® In Hinblick auf diese Eigenschaften wurde der Aufbvon PEMs als
zweidimensionales Templat fur die Proteinaggregatiotersucht. Dieser Ansatz unterscheidet
sich von denjenigen Strategien, bei denen voradsamebamyloide Fibrillen direkt auf einer
Grenzflache immobilisiert wurdefl. Die Ausbildung von fibrillaren Proteinstrukturenirg
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unter bestimmten Bedingungen (pH-Wert, Salzkonagiotn, Temperatur, Amyloidkeime)

induziert.

1.4 Effekt von hohen hydrostatischen Driicken auf biomizkulare Systeme

1.4.1 Volumeneigenschaften von gelésten und adscelien Proteinen

Ein weiterer Hauptteil dieser Arbeit befasst siahaer Auswirkung von hohen hydrostatischen
Dricken auf die Volumeneigenschaften von adsosdmerProteinen. Die Adsorption von
Proteinen wurde bislang sehr umfangreich hinsichtties pH-Wertes, der Grenzflachenchemie
und der Temperatur untersucht. Wird die Temperdiuginer Probe gedndert, so kdnnen
Biomolekule hinsichtlich ihrer Phasenlibergange d€ienformationsanderungen, die mit der
Enthalpiednderung\H verkntpft sind, untersucht werden. Bei einem kam&m Druck ist die
temperaturabhangige Anderung der Gleichgewichtskors K mit der Enthalpieanderung
AH Uber

dln Kj AH
= (1)
( oT ), RT?

verknuipft>® Dabei istR die universelle Gaskonstante. Analog erfolgt ieéedruckabhéangigen

Anderung der Gleichgewichtskonstakteon Biomolekiilen eine Volumenanderuny :

(am =&Y 2)(
P J; RT

Im Vergleich zu einer Temperaturerhnbhung, welcheatwu einer Erhéhung der thermischen
Energie als auch zu einer Verringerung der Dichketfiwird bei einer Druckanderung nur die
Dichte beeinflusst. Mit Ausnahme von sehr hohencRetr im Bereich von £010"° Pa kénnen
chemische Bindungen durch die Anwendung von Druithtngebrochen werdefi. Eine
Proteinentfaltung erfolgt bei einigen ®10Pa, wobei Phasenumwandlungen von
Modelllipidmembranen im Bereich von einigen ‘1®a auftreted>>* Weiterhin sind

Hochdruckuntersuchungen von biotechnologischenrdage, da Lebensmittel mit Hilfe von
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hohen Driicken konserviert werden kénnen, aber aochphysiologischem Interesse, da die
Tiefsee einen Lebensraum fiir Organismen unter memeBedingungen bei Driicken bis zif 10
Pa darstellt. Es gibt einige bioanalytische Metmdiie fir Hochdruckmessungen erweitert
wurden, wie z.B. Fluoreszenzspektroskopie, FTIRkBpskopie und NMR>>° Weiterhin
wurde eine Reihe von Hochdruckzellen fur die RoOnkéginwinkel-  bzw.
Neutronenkleinwinkelstreuung entwick&ltAuch die TIRF-Spektroskopie wurde schon unter
Druck angewandt, jedoch nur bis zu einem Druck 260 bar®* Obwohl die Volumen&nderung
von verschiedenen molekularen Zustanden von grgediem Interesse ist, stellt ihre
Bestimmung aufgrund der Schwierigkeit des expertellan Aufbaus eine technische
Herausforderung dar.

Wird Druck auf ein molekulares System ausgeubtiesaoiltiert eine Stabilisierung derjenigen
molekularen Zusténde, die kleinere Volumina auferisAuf diese Weise kdnnen nativ
gefaltete Proteine durch die Anwendung hoher hydtisgher Driicke entfaltet werden, da der
entfaltete Zustand eines Proteins durch ein klesm&olumen charakterisiert wird (zumindest
bei Raumtemperatuff:>® Unter der Annahme eines Zweizustandsprozesses dnirreie
Standard-Entfaltungs-Gibbsenergi&® eines Proteins bei einem Drupkbeschrieben werden
durch

AG®(p) = AG*(p,) + AV, [{p- po)+§[a§—;’j 1p- po)? 3)

hierbei stelltp, den Referenzdruck (1 bar) ufdy/, das Entfaltungsvolumen b, dar. Oft

wird nur ein linearer Zusammenhang fG°(p) gefunden, daAV eine sehr geringe
Druckabhangigkeit aufweist(dAV/dp);, =0 und AV = AV, ).5*°>%%%Da die Volumen-

anderung eines ProteisV, < if, erfolgt mit steigendem Druck eine Erniedrigumon

AG°(p). Nimmt AG°(p) einen negativen Wert an, so resultiert eine Konfdgionsanderung und
somit eine Druckdenaturierung. Dieses negative diaotigsvolumen nimmt einen relativ
kleinen Wert an (weniger als 1% des molekulareru¥@ns) und setzt sich aus verschiedenen
Beitragen mit unterschiedlichen Vorzeichen zusamni@ase Beitrage sind Elektrostriktion,
die Exponierung von hydrophoben Seitenketten undniklerung von Kavitaten und
Defektvolumina®®®® Im Zuge der Druckdenaturierung eines Proteins ltiesu die
Elektrostriktion aus zusatzlich exponierten polarerd geladenen Proteinseitenketten zum

Losungsmittel. Daraus folgt ein negativer Term fdie Volumendnderung bei einer
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Druckentfaltung, jedoch liefert dieser Effekt einesehr geringen Beitrag zum
Gesamtentfaltungsvolumen, da die meisten geladé@memosaureseitenketten bereits an der
Oberflache eines Proteins lokalisiert sfidwerden hydrophobe Seitenketten aus dem
Proteininnern dem L&sungsmittel exponiert, so gtfaufgrund ihrer Hydratisierung ebenfalls
eine Volumenanderung, wobei bislang keine exaktesAge Uber ihr Vorzeichen und ihren
Betrag getroffen werden kaffiDen groRten Beitrag zur Volumen&nderung liefertruslich

die Eliminierung von l6sungsmittelfreien Defektviiina im Innern der Proteinstrukif®® "

In dieser Arbeit wurden hohe hydrostatische Driakgewandt, um Volumenanderungen von
an wassrig festen Grenzflachen adsorbierten Petezn untersuchen. Liegen Unterschiede in
fur adsorbierte Proteine vor, so

den VolumenanderungeAV ., fur geléste bzw.AV

usol uads

resultieren sie aus dem Adsorptionsprozess. Bairbgkn Werten vod\V ., und AV . lasst

usol uads

sich die VolumenéanderungV, , beim Adsorptionsprozess eines Proteins, welcheneireuen

aufschlussreichen Parameter darstellt, abschatbém. Bestimmung dieses Adsorptions-

volumens erfolgt unter Annahme, dass es sich beiRteteinentfaltung im adsorbierten

Zustand ebenfalls um einen Zweizustandsprozessehaidine weitere Annahme ist, dass die
molaren Volumina von adsorbierten bzw. geldstentédimen nach einer Druckdenaturierung
gleich grof3 sind, das bedeutet, dass das Adsogptituimen entfalteter Proteine vernachlassigt
werden kann. In Abbildung 1.5 sind unterschiedlivftdumenanderungen im geldsten und im
adsorbierten zustand dargestellt.

Zusatzlich lasst sich durch die Anpassung der Gigig (3) an experimentelle Daten die Freie

Standard-Entfaltungs-Gibbsenerghs°(p, , glso die Konformationsstabilitat eines Proteins
bei p,= 1 bar, bestimmen. Eine Verringerung vbG°(p, durch Adsorption weist auf eine

starke Wechselwirkung zwischen Protein und Greoh#aund somit auf eine begrenzte
Biokompatibilitat der betrachteten Substratgrercti&ihin.

Proteine mit einer relativ groRen Freien Standartfaiungs-Gibbsenergie weisen relativ hohe
mittlere Entfaltungsdriicke auf, welche im Bereiech @0 kbar liegen kdnnen. Fir Messungen
in einem kleineren Druckbereich (z.B. bis zu 300f)bkann der Einfluss von gewissen
Cosolventien (Losungszuséatze) auf den Entfaltunggdiausgenutzt werden. In Gegenwart
bestimmter Denaturantien wird der Entfaltungsdreakes Proteins zu einem kleineren Wert

hin verschoben, ohne seine Volumeneigenschaftéeeunflussen.
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Volumen / mL mol*

A Entfaltung in Adsorption und Entfaltung an
Lésung wassrig-fester Grenzflache

‘ gefaltet ‘ gefaltet in Lésung
J/ AVags
AVy so adsorbiert und
— TN partiell entfaltet
\L AVy,ad:
@ entfaltet @ entfaltet

c

Abbildung 1.5. Volumendiagramm von Proteinen im geldsten (linkg)v. im adsorbierten
(rechts) Zustand. Durch die Proteinentfaltung riatteher hydrostatischer Driicke lassen sich
die EntfaltungsvoluminaV,, flr den gelosten undV ., fur den adsorbierten Zustand

experimentell bestimmen. Aus der Differenz dieserdén Volumendnderungen kann das
AdsorptionsvolumenV, . unter verschiedenen Annahmen abgeschatzt werden.

usol

Allgemein wird die konformelle Stabilitat eines Brms durch die Zugabe von Cosolventien
stark beeinflusst. Denaturantien, wie z.B. Harristufer Guanidiniumhydrochlorid neigen
dazu, die Freie Standard-Entfaltungs-Gibbsenergmese Proteins herabzusetzen und die
entfaltete Struktur zu stabilisieren. Andere Cosntien, wie z.B. Glycerin und Saccharose,
stabilisieren den gefalteten Zustand eines Prgtemslass sie bei einer Isolierung von nativen
Proteinen zugesetzt werden. Bei einer Prazipitatgefalteter Proteine werden hohe
Konzentration ionischer Cosolventien wie Ammoniuifegwerwendet. Die Wirkung ionischer
Cosolventien wird in der sog. Hofmeister-Serie eystisch eingeteilt (siehe Abbildung 1.6).
Dabei werden denaturierende Cosolventien als abyadstrukturbrechend) (siehe Abbildung
1.6, linke Seite) und strukturerhaltende Cosohentals kosmotrop (strukturgebend) (siehe
Abbildung 1.6, rechte Seite) bezeichnet.
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SO >F >CH,COO >CI” >Br” >N

K*=Na">Li" >NH; >

Abbildung 1.6. Hofmeister-Serie aus Referenz 71-73.

In der Hofmeister-Serie werden ionische Cosolventiach ihrem Vermdgen eingeteilt, wie
effektiv sie Proteine aus ihrer wassrigen Losungsalzen oder wie stark sie die native
Proteinkonformation stabilisieren. Aus molekulaséeht wird in einigen Studien angenommen,
dass die Stellung eines lons in der HofmeistereSeon seiner Tendenz, sich an der Luft-
Wasser-Grenzflache bzw. an der wassrigen GrenAlaslon Kohlenwasserstoffen
anzureichern, abhangt’*"°Im Vergleich zu Proteinen im nativen Zustand st&itentfalteten
Proteinen eine groRere hydrophobe Oberflache zulagénung von Cosolventien zur
Verfiugung. Dadurch wird das EntfaltungsgleichgewiohRichtung des denaturierten Zustands
bei erhdhten Konzentrationen chaotroper Substameesthoben. Die Stabilisierung der nativen
Proteinstruktur durch ein kosmotropes Cosolvensiltiest aus seinem Ausschluss von der
Protein-Wasser-Grenzflache. Das bedeutet, dass efaestarkte Hydratisierung der
Proteinoberflache erfolgt und das Cosolvens bewtrou der Bulk-Phase vorliegt. Dieses
Phanomen kann auch folgendermal3en erklart werdesol@ntien, die wesentlich grol3er als
Wassermolekiile sind, kdnnen nur einen entsprechenl@en Abstand zur Proteinoberflache
einnehmen. Bei einer Proteinentfaltung liegt eidl¥gres sterisches Ausschlussvolumen vor, in
dem sich solche grol3en Cosolvensmolekiile nicht adtefin kénnen. Weiterhin kdnnen
Wechselwirkungen zwischen Wasser und den Cosolvaekiiien grof3er sein als diejenigen
zwischen Cosolvens und Proteirferi®’”Haufig werden fiir Hochdruckexperimente chaotrope
Substanzen wie Harnstoff oder Guanidiniumhydrodtilpu einer Proteinlésung aufgrund eines

aus technischen Griinden eingeschrankten Druckbsreimegeben.

1.4.2 Druckeffekte auf molekulare Packungsdichtemi Lipiddoppelschichten

Phospholipidmolekile aggregieren spontan in Waaser bilden lamellare Doppelschichten
aus, in welche hydrophobe Ketten der Lipidmolekiilelie Richtung der mittleren Ebene der
Doppelschicht ausgerichtet sind und die polaren fifoppen der Lipidmolekile mit dem

umgebenden Wasser in Kontakt steffenln Lésung ordnen sich diese lamellaren
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Doppelschichten zu multilamellaren Vesikeln zusamni#ghospholipiddoppelschichten dienen
als Biomembranen. Mit steigender Temperatur kannGal-Fluid-Phasenubergang beobachtet
werde, bei der alle Lipidketten ihr@l-trans-Konformation verlieren und eine konformelle
Unordnung annehmen. Die fluide oder auch flussggéliine L,-Phase ahnelt der Struktur und
Dynamik von naturlich vorkommenden Biomembranen edrasten. Dementsprechend ist die
Phaseniibergangstemperatur (Schmelztemperatur) vetrFl@d-Ubergang ein wichtiger
Parameter einer Phospholipiddoppelschicht. Unteedtibhe Phospholipidmolekile weisen
verschiedene Schmelztemperaturen auf, da sie sterkntermolekularen Wechselwirkungen
und demnach von der Packungsdichte der Lipidkettdréingen. Gesattigte Lipidketten liegen
effizient gepackt in der Gelphase vor, wohingegengesattigte Ketten mitcis-
Doppelbindungen keine starken Wechselwirkungen ranftyihrer geometrischen Anordnung
aufweisen. Zum Beispiel besitzt 1,2-Dipalmit@ytglycero-3-phosphocholin (DPPC) mit
seinen gesattigten Ketten eine Schmelztemperatnr4io °C, wohingegen 1,2-Dioleogh
glycero-3-phosphocholin (DOPC) mit seinen cis-uagfggen Ketten in der fluiden Phase
bereits bei einer Temperatur von tber -22 °C liegt.

Das druckabhangige Phasenverhalten von Phosphaiipidirde in vielen Arbeiten detailliert

untersuchf?® 98t

Im Allgemeinen steigt die Schmelztemperatur von odpholipid-
doppelschichten mit steigendem Druck aufgrund enddéreren Packungsdichte der Lipidketten
und der damit starkeren intermolekularen Wechskimigen an. Zum Beispiel steigt die
Schmelztemperatur von DOPC um ca. +10 °C pro 1080 a@n°® Da Lipidmolekiile im
Allgemeinen nicht fluoreszent sind, wird ihre Stiwkund Dynamik durch Einlagerung von

verschiedenen extrinsischen Fluorophoren wie zaBirtlan untersucht (siehe Punkt 2.3%4}.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Untersuchte Proteine

2.1.1 Insulin

Insulin weist ein Molekulargewicht von 5.7 kDa aufd besteht aus zwei Ketten. Die aus 21
Aminosauren bestehende kiirzere A-Kette weist nabgrordneten Strukturen zwehelikale
Abschnitte auf. Die langere B-Kette besteht ausABiinosauren und weist neben einem
helikalen Abschnitt eine Sequenz auf, welche intdekulare p-Faltblatter mit weiteren
Insulinmolekiilen ausbilden karih®* > Beide Ketten sind iiber zwei Disulfidbriicken kovle
miteinander verknuUpft. Eine zusatzliche Stabilisiey resultiert aus einer internen
Disulfidbricke innerhalb der A-Kette. Mit einer @@ von etwa 4 nm x 2 nm x 1 nm weist
Insulin eine ellipsoide Form afif.Der isoelektrische Punkt liegt bei pH 5’38Bei pH 3 liegen
im Mittel drei positive Ladungen pro Insulinmolekubr. Die Freie Standard-Entfaltungs-
Gibbsenergie liegt im Bereich von 19 kJ thdi Die Struktur eines Dimers von Rinderinsulin
ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

Abbildung 2.1. Bandermodell eines Dimers von Rinderinsulin @lsin PyMol 0.99rc6 auf
Basis des Datensatzes 2A3G der RCSB Proteindatentyaf®*
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2.1 Untersuchte Proteine

Das in derp-Zellen der Langerhansschen Inseln im Pankreasslysierte Peptidhormon stellt
zusammen mit Adrenalin und Glukagon einen Uberlglvaaintigen Regulator fur den
Brennstoffmetabolismus in allen Wirbeltieren &arlnsulin regt anabole Prozesse in
Muskulatur, Leber und Fettgewebe an und steigemitsdie Biosynthese von Glykogen,
Fettsauren und Proteinen. Liegt ein hoher Blutztggkegel vor, so bewirkt Insulin eine
Absenkung der Zuckerkonzentration zugunsten einéhrdloffspeicherung in Form von
Glykogen. Gleichzeitig wird der Glucose- und Fetial sowie die Gluconeogenese gehemmt.
Eine Stérung des Blutinsulinspiegels bewitkiabetes mellitusder haufigsten Stoffwechsel-
krankheit der Welt. Ist die Insulinkonzentration iBlut zu gering, so wird die
Glucoseaufnahme in die Zellen beeintrachtigt. Zis#t liegt eine sehr hohe Glykogen-
konzentration im Vergleich zur Insulinkonzentratieor, was zu einer starken Erhéhung des
Blutglucosespiegels fiihrt. Bei sehr hohen Konzéioinan wird Glucose mit dem Harn
ausgeschieden. Eine solche Uberzuckerung hat #Reht (iber eine Reihe von
Stoffwechselprozessen eine Absenkung des Blut-piHé&¥eund eine Dehydratisierung
zufolge, was letztlich zu einem Koma fuhren kanim. $0lcher insulinabhangiger Diabetes wird
Typ-I-Diabetes genannt. Im Falle eines normalenr agtébhten Blutinsulinspiegels weisen
Kdrperzellen von Betroffenen des Typ-ll-DiabeteseeUnempfindlichkeit gegentber diesem
Peptidhormon auf. Dieser nichtinsulinabhangige Biab tritt hdufig im erhdhten Lebensalter
auf.

Insulin weist unter verschiedenen Bedingungen soleedliche Morphologien auf. Bei
neutralem pH-Wert liegt Insulin verstarkt in Fornonv Hexameren vor, welche durch die
Absenkung des pH-Wertes in Dimere und Monomereespfglten werden konnéhln einer
Reihe von Studien wurde gezeigt, dass unterschrezllAggregationspfade vorliegen, welche
in verschiedenen Amyloidfibrillmorphologien end®i® Aufgrund seiner Fahigkeit lange
fibrillare Strukturen auszubilden, wird Insulin Hi@uals Modellprotein zur Untersuchung der
Amyloidbildung herangezogen. Obwohl Insulim vivo keine amyloiden Fibrillen ausbildet,
kannin vitro durch Erniedrigung des pH-Wertes, Erhohung derperatur, Zusatz organischer
Substanzen oder die Anwesenheit von hydrophobemz@&ehen durch die verstarkte
Ausbildung intermolekularer p-Faltblatter dieser Prozess ausgelost wefdél. Die
Ausbildung von Amyloidfibrillen kann aber auch dardie Zugabe von Amyloidkeimen zu
einer Lésung, welche nativ gefaltetes Insulin elthiei Raumtemperatur induziert werd®n.
Fur die Herstellung, Lagerung und Handhabung vaulin stellt die Fibrillenbildung ein

ernsthaftes Problem dar.
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2. Materialien und Methoden

2.1.2 Lysozym

Das aus 129 Aminosauren aufgebaute Enzym Lysozymstelite aus einer einzigen
Polypeptidkette und weist ein molekulares Gewicbh \14.6 kDa aul? Zur Stabilisierung
seiner Struktur besitzt das Protein vier intramolaie Disulfidbriicken. Mit seiner ellipsoiden
Form (4.5 nm x 3 nm x 3 nm) stellt Lysozym ein kakies Molekul dar, dessen Kern fast
ausschlief3lich unpolar ist. Neben vieHelices und zwei 3-Helices, liegen 2 antiparallefe
Faltblatter im Protein vor. Der isoelektrische Pulndgt bei einem relativ hohen pH-Wert von
11 vor!®* Bei neutralem pH-Wert liegt eine Nettoladung vod pro Lysozymmolekiil vor.
Aufgrund seiner relativ hohen Freien Standard-Hmnitfgs-Gibbsenergie von 20-60 kJ mol
liegt die Entfaltungstemperatur bei ca. 70 °C ued Hntfaltungsdruck bei ca. 7 kbar. Das
Bandermodell von Lysozym ist in Abbildung 2.2 dasigdit.

Abbildung 2.2. Bandermodell von Lysozym aus Huhnereiweil3 (etstelPyMol 0.99rc6 auf
Basis des Datensatzes 2LYZ der RCSB Proteindaté&hBat 1%

Lysozym ist ein in vielen Organismen vorkommendaszyin, welches als natirliches
Antibiotikum dient. Mit seiner Fahigkeit zur Spai einer 1,4-glykosidischen Bindung
zwischen N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuramingiust es in der Lage Bakterien-
zellwande zu lysieren, so dass aufgrund eines herh@smotischen Drucks Bakterien zum

Platzen gebracht werden. Mit Lysozym wurde im Jd®@5 das erste hochaufgelOste Bild der
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2.1 Untersuchte Proteine

Elektronendichteverteilung eines Enzymmolekiils keha Lysozym ist im Allgemeinen ein
sehr gut untersuchtes Enzym. Da in HUhnereiweildzys in grofien Mengen vorhanden ist

und relativ leicht isoliert werden kann, stelltsesnit auch eine giinstiges Modellprotein Har.

2.1.3 Staphylokokken Nuclease

Staphylokokken Nucleag&Nase) besteht aus 149 Aminosauren und weistneal@re Masse
von 16.9 kDa auf’® Der Sekundérstrukturanteil derHelices liegt bei 18 % und dé-
Faltblatter bei 26 %. Der isoelektrische Punkt @&ase liegt bei pH 9.62, so dass bei
neutralem pH-Wert eine Anzahl von durchschnittlidh9 positiven Ladungen pro
Proteinmolekuil vorliegt. Das gré3te Aktivitat desoteins tritt bei einem pH-Wert von 9.2
auf!® Die Abwesenheit von Disulfidbriicken erklart didat&y geringe Entfaltungstemperatur
von 52 °C bei pH 7 und den relativ geringen Entifadisdruck von 2 kbar bei pH 5.5. Die Freie
Standard-Entfaltungs-Gibbsenergie liegt im Bereicin 10-20 kJ mdl. Die Struktur von
SNase ist in Abbildung 2.3 dargestellt.

Abbildung 2.3. Bandermodell von Staphylokokken Nuclease (ersiellPyMol 0.99rc6 auf
Basis des Datensatzes 1EYO der RCSB Proteindateniyar**
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2. Materialien und Methoden

SNase ist eine extrazellulare Exo- und Endo-5-Phodiesterase aus dem Organismus
Staphylococcus aureusnd dient zur Spaltung von DNA und RNZX. Sie ist an der
Verbreitung von bakteriellen Zellen im Wirtsorganiss beteiligt® In der Biotechnologie
wird SNase sowohl fur die Sequenzierung von RNAaaish in verschiedenen Bereichen, in
denen die Anwesenheit von Nukleinsauren unerwinsthangewandt. Die Anwendung der
SNase erfolgt z.B. bei Reduzierung der Viskositit ¥elllysaten, bei der Proteinaufreinigung
und der Entwicklung voin-vitro-Translationssysteméfi’°° Zur Untersuchung der Volumen-
eigenschaften von Proteinen eignet sich SNase atieNprotein. Im gelosten Zustand wurde
die druckinduzierte Proteinentfaltung bereits seletailliert untersucht. Aufgrund seiner
positiven Nettoladung bei neutralem pH kann das tditro Uber elektrostatische
Wechselwirkungen an negativ geladene Grenzflachesorhierert’® Als intrinsische
Fluoreszenzsonde kann der Tryptophanrest (Trp) MNas® zur Untersuchung von
Entfaltungsprozessen verwendet werden. Da die ldageTrp-Fluoreszenzbande stark von
seiner Umgebung und somit von seinem Solvatati@aasgbh&angt, kann eine Proteinentfaltung

leicht fluoreszenzspektroskopisch detektiert werden

2.2 Fluorophore

2.2.1 Alexa Fluor 488

Alexa Fluor 488 ist ein Fluoresceinderivat und waehr haufig als extrinsischer Fluorophor
verwendet, welcher Uber einen Tetrafluorphenyledelektiv an eine primare neutrale
Aminogruppe eines Proteins zu einem stabilen aliptiaen Amid kovalent gebunden werden
kann. Die Strukturformel ist in Abbildung 2.4 dastglt. Die Proteinkonjugate weisen eine
relativ hohe Emissionsintensitat auch bei niedrigeler hohen pH-Werten aufgrund ihres
hohen Extinktionskoeffizienten vangsm= 71000 M'cmi® auf. Freies Alexa Fluor 488 weist
eine relativ hohe Quantenausbeute von biQz#kasss= 0.92 im Vergleich zu Fluorescein auf,

welche be.QFIuorescein: 0.1-04 Iiegf.“*llz
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2.2 Fluorophore

@®
2 (CH3CH2)3sNH

Abbildung 2.4. Strukturformel von Alexa Fluor 488-Tetrafluorpheester.

Aufgrund der vorhandenen Ladungen ist Alexa FluB8 4vasserloslich und verringert die
Tendenz von unerwiinschten Aggregationen von Komgudd® Der Fluorophor weist ein
relativ hohes Signal-Rausch-Verhaltnis auf. Dasofbsonsmaximum liegt bei 494 nm, wobei
das Emissionsmaximum bei 519 nm liégtUber seine gesamte Absorptionsbande liegt nahezu
eine konstant hohe Grenzanisotropie vor 0.376 vor-** Damit ist Alexa Fluor 488 sehr gut

geeignet, um Anisotropien von Proteinaggregatiomsgssen zu untersuchen.

2.2.2 Thioflavin T

Thioflavin T (ThT) wird in der medizinischen Diagstk z.B. zur Charakterisierung
pathologischer Amyloidablagerung&i**® zur Quantifizierung vonin vitro gebildeter
fibrillarer Strukturen und zur Analyse von Kinetike von Fibrillierungsprozessen
verwendet! 8 ThT ist ein amyloidspezifischer Marker und bestahs einem Benzamid-
Ring, welcher kovalent an ein Benzothiazol-Ringsystgebunden ist (siehe Abbildung 2.5).
Das Anregungsmaximum liegt bei einer Wellenldngen véex = 450 nm, die
Emissionswellenlange liegt b&i, = 482 nm. Die Intensitat der Fluoreszenz ist inv&senheit
fibrillarer Strukturen um 2 bis 3 GréfRenordnungedhdr als im Vergleich zum freien

Fluorophor:!®
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2. Materialien und Methoden

Abbildung 2.5. Strukturformel von Thioflavin T.

Liegt das Molekll planar vor, so ist das delokalis n-Elektronensystem Uber die gesamte
Verbindung verteilt. Die Uber die Einfachbindunghkraipften Ringsysteme kénnen jedoch je
nach Umgebung unterschiedlich stark relativ zuedeamotieren, so dass eine Verkleinerung
der delokalisiertenn-Elektronensysteme vorliegen kann. Folglich resdtieine starke
Verkleinerung der Quantenausbeute des freien Hinans bei 482 nm. Liegen fibrillare
Strukturen vor, so ist ThT in der Lage in diesdrgarkalieren, wodurch eine Verringerung der
Rotation der beiden Ringsysteme relativ zueinamggvorgeht. Folglich resultiert eine stark
erhohte Quantenausbeute, welche auf einer eingeddken Rotationsrelaxation des
Fluorophors im angeregten Zustand basiertin Gegenwart von nativen, teilweise oder
vollstéandig entfalteten Proteinen ist nahezu keistleg der Fluoreszenzintensitat von ThT zu
beobachted?® Der exakte Bindungsmechanismus ist bis jetzt ugelkiért, jedoch spielen
hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenlmigdn und die Ausbildung von
lonenpaaren zwischen dem Thiazol-Ring und den negmtLadungen von Fibrillen eine
wichtige Rolle!*®*9121122Nehen Amyloidfibrillen ist ThT in der Lage in Gewgeart von
Elastinfibrillen, Polysacchariden und DNA eine emgfiche Fluoreszenzanderung

aufzuweisert*>116

2.2.3 Tryptophan und N-Acetyl-L-tryptophanamid

Tryptophan ist eine der 20 natirlich vorkommendenifosduren und dient als ein in vielen
Proteinen vorkommender intrinsischer Fluorophor|civer zur Untersuchung sowohl von
Strukturen als auch von Kinetiken von Proteinerwesrdet werden kann. Im Rahmen von
Hochdruckmessungen an Proteinen wurde die Fluamespektroskopie von G. Weber
eingefuhrt, bei der intrinsische Tryptophanrestes abonden =zur Aufnahme von
Fluoreszenzspektren, Fluoreszenzintensitaten, &3aenzpolarisation und Lebenszeiten
verwendet wurden®?*?® Im Vergleich zu Tyrosin oder Phenylalanin besitrgptophan eine

hohe Quantenausbeute. Bei Hochdruckfluoreszenziexpaten dient die Lage des spektralen
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2.2 Fluorophore

Maximums von Tryptophan als MalR fir den Denatunigagrad, da durch die
Konformationsanderung eines Proteins der Fluoroplean Losungsmittel exponiert und somit
die Polaritat seiner Umgebung verandert wird. Digst einerseits zu einer Rotverschiebung
des spektralen Maximums, zudem erfolgt unter Dreitle Anderung der Quantenausbeute
(siehe Abbildung 2.6). Bei den meisten Fluorophomenkt mit steigendem Druck die
Quantenausbeute, im Falle von Tryptophan erfolgtogh ein Anstieg. Dies ist mit
unterschiedlichen lonisierungszustanden zu erkl&eneinem pH-Wert von 3 beispielsweise
liegt Tryptophan in der protonierten Form BHrp-COOH, bei einem neutralen pH-Wert von
7.3 in der Form NKf-Trp-COO und bei pH 9 in der negativ geladenen Form:Nip-COO.

Abbildung 2.6. Struktur von Tryptophan bei Atmosphéarendruck kdn und bei erhdhten
Drucken (rechts).

Die Quantenausbeute dieser drei Spezies weisemsahiedliche Werte auf und liegen bei
jeweils 0.085, 0.2 und 0.5%’ Bei Anwendung hoher hydrostatischer Driicke karme ei
lonisation in Molekilen erfolgen. Bei einem pH-Wermn 7.3 liegt Trp zunéchst in der
zwitterionischen Form vor. Bei Anwendung von hoh#riicken erfolgt eine lonisierung zur
negativ geladenen Form mit einer deutlich hoherearf@enausbeute.
N-Acetyl-L-tryptophanamid (NATA) ist ein Derivat dél'ryptophans, welches zur Bestimmung
des intrinsischen Druckeffekts auf Trp-Fluoreszpektren verwendet wird. Aufgrund seiner
peptidahnlicheren Struktur (siehe Abbildung 2.7it tder oben erwéhnte Anstieg der
Quantenausbeute bei steigendem Druck nicht auf.

@)

] NH,
HN_ _CHs

Iz

O

Abbildung 2.7. Struktur von N-Acetyl-L-tryptophanamid (NATA).
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2. Materialien und Methoden

Die Quantenausbeute sinkt, wie das auch bei Pastdaitungsexperimenten unter hohen
Dricken haufig der Fall ist. Dieses Verhalten istif aden sich nicht &andernden

lonisierungszustand von NATA bei hohen Driicken gkiriafihren.

2.2.4 Laurdan

Laurdan (6-Lauroyl-2-dimethylaminonaphthalin) sowindere Prodan-Derivate wurden
ursprunglich zur Untersuchung von dipolaren Relaxaphdnomenen synthetisiert. Aufgrund
der 2-Dimethylamino- sowie der 6-Carbonyl-Gruppsitz¢ der fluoreszierende Naphthalinrest
ein Dipolmoment, welches durch die Anregung mithtientsprechender Wellenlange grof3er

wird und eine Umorientierung der Lésungsmitteldgbérvorruft (siehe Abbildung 2.8).

Abbildung 2.8. Struktur von Laurdan.

Die Energie, welche bei Umorientierung der Lésungstdipole frei wird, senkt die Energie
des angeregten Zustandes des Fluorophors ab, whsirsi einer Rotverschiebung des
Fluoreszenzspektrums aufRert. Aufgrund dieser Edgperfiten kann Laurdan durch das Binden
langerer Alkyl- oder Fettsaureketten als empfifdic Sonde zur Untersuchung von
Phasenilbergdngen von Membranen angewandt w&dedur Auswertung von
Phaseniubergangen kann dgmeralized polarisatiofGP)-Wert verwendet werden, welcher
definiert ist als:

Gp:ﬁ (4)
g +15

Dabei sindlg und Ig die Intensitat jeweils bei einer kleineren (B) uether grof3eren (R)
Wellenlange. Die Lage des Emissionsmaximums vonrdau in einer Phospholipid-
doppelschicht hadngt vom ihrem Phasenzustand abgeiwobder Gelphase die maximale

Intensitat bei 440 nm und in der flissigkristalinehase bei 490 nm liegt. In der Gelphase tritt
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2.3 Polyelektrolyte

keine temperaturabhéngige Rotverschiebung des Emsssaximums auf. Oberhalb des
Hauptphasentbergangs erfolgt jedoch eine kontiicher Rotverschiebung bis zu einer

Wellenléange von 490 nm.

2.3 Polyelektrolyte

2.3.1 Poly(natrium 4-styrolsulfonat)

Eine Reihe von Untersuchungen an Polyelektrolytisehichten erfolgte durch die
Verwendung von Poly(natrium 4-styrolsulfonat) (PSI8)Abbildung 2.9 ist die Struktur von
PSS dargestellt.

Abbildung 2.9. Struktur von Poly(natrium 4-styrolsulfonat) (PSS).

PSS ist ein Polyanion, welches aufgrund seinero8atfjruppe eine starke Saure mit einem
pKaWert von 1 darstelf?® Auch bei hohen pH-Werten liegt PSS dementsprechmengtiv

geladen vor.

2.3.2 Poly(diallyldimethylammoniumchlorid)

Poly(diallyldimethylammoniumchlorid) (PDDA) ist efPolyelektrolyt, welcher aufgrund seiner
guarternaren Ammoniumgruppe eine positive Ladunfyveist und somit ein Polykation
darstellt. Zahlreiche Studien an Polyelektrolytnsehichten wurden mithilfe von PDDA
durchgefuhrt, dessen Struktur in Abbildung 2.10gdatellt ist.
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Abbildung 2.10. Struktur von Poly(diallyldimethylammoniumchlori¢ DDA).

2.3.3 Hyaluronséaure

Hyaluronsaure (HA) ist ein Mucopolysaccharid und is allen lebenden Organismen
vorhanden'?® Bei allen Saugetieren tritt HA in erster Linieder extrazellularen Matrix auf.
HA besteht aus einer linearen VerknUpfung der siébderholenden Disaccharidstruktur
Glykosaminoglykan [(3>3)-3-dGIcNAc-(1—4)-3-d-GIcA-] (siehe Abbildung 2.11).

OH OH
o)
0 O Ho
H (0] (0]
OH /’t
0 n

Abbildung 2.11. Struktur von Hyaluronsaure (HA)

Solche Ketten kénnen aus einigen Tausenden vomamdrgereihten Zuckermolekilen
bestehen. HA besitzt die Fahigkeit sehr groRe MeMyasser an sich zu binden, wodurch die
Viskositat einer Losung stark vergro3ert wird. Ibielogische Funktion besteht zum Telil aus
der Aufrechterhaltung der Elastoviskositat von $ijem Bindegewebe wie z.B. in Gelenken
oder in der Glaskorperflissigkeit im Auge sowie #@ntrolle von Gewebehydratation und
dem Wassertransport’ '3 Hyaluronsaure ist eines der hydrophilsten Biomilekdie in der
Natur auftretert®® und sie wurde hinsichtlich des Wirkstofftranspofts ophthalmische,
nasale, pulmonale, parenterale und topische Apjmiksformen detailliert untersucht
Aufgrund der negativen Ladungen bei neutralem pHt\Wann HA als Polyanion zum Aufbau

von Polyelektrolytmultischichten eingesetzt werdend weist darin eine relativ flexible

24



2.5 Messmethoden

Struktur auf. Wird HA in Multischichten eingelagedo kann es zu einem exponentiellen
Anstieg der Schichtdicke mit steigender Anzahl 8ehichten kommen, da HA eine relativ
geringe Ladungsdichte aufweist und somit eine Bifin von Polyelektrolytmolekilen aus

tieferliegenden Schichten an die Oberflache erratight®

2.4 Nanopartikel

2.4.1 Ludox AM und Ludox AS

Die Ludox-AS-Dispersion besitzt eine Dichte von mg/mL mit 40 Gew.-% Silicapartikeln,
welche einen Radius von ca. 11nm aufweisen. Sikzbaseine spezifische Oberflache von 135
m?g. Die Ludox AM-Dispersion besitzt eine Dichte vah2 g/mL mit 30 Gew.-%
Silicapartikel, welche einen Radius von ca. 6 nifivaisen. Die spezifische Oberflache betragt
220 nflg. Diese Partikel beinhalten 0.2 Gew.-%@J (sieche Abbildung 2.1}’

oP C?H OH o° O|I_| OH
\__Si. Z/ \__Si. 7/
Si \AI;\@ Si Si

Abbildung 2.12. Silicapartikel Ludox AM (links) und Ludox AS (rets)

Durch das Ersetzen von Si durch Al resultiert estéekere negative Ladung. DiePotentiale
betragen -21.7 mV fiir Ludox AS und -6.8 mV fiir LuddM bei einem pH-Wert von 4.8°

2.5 Messmethoden

2.5.1 Réntgenreflektometrig® 3914

Mit Hilfe der Rontgenreflektometrie (XRR) ist es giiéh, die Schichtdicke, die Rauigkeit und
das Elektronendichteprofil eines Proteinadsorbatseiaer festen Grenzflache zu ermitteln.
Hierbei wird die Reflektivitat der zu untersuchend&renzflache als Funktion des
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Einfallswinkels der Rontgenstrahlung gemessen ¢si@bbildung 2.13). An die aus der
Messung hervorgehende Reflektivitatskurve wird dieeechnete Kurve angepasst und die
oben erwahnten Parameter dabei variiert. Die Bewgwl einer Kurve basiert auf einem
Schichtenmodell durch Anwendung der optischen WMadethode oder des Parratt-
Algorithmus, welche weiter unten erklart werdén*®

In einem Rontgendiffraktometer wird Strahlung Hilfe einer Rontgenrbhre erzeugt, welche
eine Gluhkathode und eine Anode enthélt. Von des Blektronenquelle dienenden
Gluhkathode werden mittels einer angelegten Hocirspag Elektronen zum Anodenmaterial
hin beschleunigt. Als Anodenmaterial dient z.B. Kupoder Molybdan. Dabei treffen die
beschleunigten Elektronen auf die Elektronen deeiisten Schalen des Anodenmaterials, und
es erfolgt eine Anregung auf eine unbesetzte Sclualer die Elektronen werden aus der
Elektronenhiille herausgeschlagen, so dass folgticke lonisierung eintritt. Die aus den
inneren Schalen (z.B. die K-Schale) der Elektrotidahherausgeschlagenen Elektronen
werden durch Elektronen hoherer Energieniveaus. (kf8chale) unter Aussendung von
charakteristischen Rontgenstrahlen ersetzt. Inealh Kupfer liegt z.B. eine CugStrahlung

mit einer Wellenlange von 1.54 und fir Molybdan eine Mo-iStrahlung mit einer
Wellenlange von 0.74 vor, wenn ein Elektron aus der L-Schale eines Ataur K-Schale
Ubergeht®  Neben den Linienspektren von Réntgenstrahlen wotirakteristischen
Wellenldngen erscheint eine zusatzliche Rontgendstahlung, die ein kontinuierliches
Spektrum aufweist. Diese wird durch die Ablenkurey 8eschleunigten Elektronen an den
Elektronen des Anodenmaterials oder den Atomkeveeursacht.

Das Messprinzip der RoOntgenreflektometrie besteldrind dass monochromatische
Rontgenstrahlung in relativ kleinen Einfallswinkelof die zu untersuchende feste Grenzflache
eingestrahlt, reflektiert und anschliel3end detektidrd (siehe Abbildung 2.13). Gemessen
wird die Intensitat der reflektierten Réntgensttady abhangig vom Einfallswinkel.*? Die
Positionen sowohl der Rontgenquelle als auch dewkids werden jeweils in gleichen
Winkeln relativ zur Grenzflache mit Hilfe eines Zwichsen-Goniometers verandert.
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2 Achsen-Goniometer

mg\

Roéntgenrohre o2 A
dr ﬁl{<er

Ab;s/(ﬁ'ber
/ Detektor

M

Abbildung 2.13. Schematischer Aufbau eines Rontgendiffraktometers.

Fur die einfallende und gebrochene Strahlung gt 8inelliussche Brechungsgesetz:

n,., cosd. ., =n_ cosg, (5)

Hierbei stellt nn, den Brechungsindex des Mediumsl1, n, den Brechungsindex des

benachbarten Mediumg, , den Winkel des einfallenden Strahls ufjgden des gebrochenen
Rontgenstrahls dar. Anders als bei sichtbarem Leshtlgt bei kleinen Winkelrd,_, <8,
wobei 8. den kritischen Winkel darstellt, eine Totalreflexj wenn Rontgenstrahlung auf eine

Festkorperoberflache trifft. Im Falle von sichtbaréicht wird die Dielelektrizitdtskonstante
bzw. der Brechungsindex eines Festkdrpers durch die elektronische Potarsdestimmt.
Die hohe Frequenz der Rontgenstrahlung fuhrt zeneirBrechungsindexn < 1. Da der
Brechungsindex von Luft mit = 1 das optisch dichtere Medium darstellt, erfaigte externe
Totalreflexion unterhalb des kritischen Winkelg.,, wobei 6. > 1° ist. Die
Phasengeschwindigkeit von Rontgenstrahlung ist @stkérpern somit schneller als die
Vakuumlichtgeschwindigkeit*®
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Die komplexen Brechungsindizesder zu untersuchenden Schichten werden durchridkge
Ausdruck beschriebef{?

2

n=1—5+i,8:1—/‘—,0ere—ii/,1 (6)
2 ar

Hierbei sind 0 die Dispersion,f die Absorption,A die Wellenlange der einfallenden
Rontgenstrahlungs, = 2.81810"° m der klassische Elektronenradiys, die Elektronendichte
und u der lineare Absorptionskoeffizient der Rontgerdga. Wie im sichtbaren
Spektralbereich tritt auch bei Réntgenstrahlungnate Dispersion adf® Liegt ein Adsorbat
auf einer Grenzflache vor, so wird bei Winkéln, > 6, ein Teil der einfallenden Strahlung
mit dem Wellenvektok_, und der elektrischen Feldstark? , an der Adsorbatoberflache

mit k_,' und ER | reflektiert und ein Teil der Strahlung nkt' und ER mit gebrochen (siehe

Abbildung 2.14). Die z-Komponente der Wellenvekioie, , und k_,' steht senkrecht zur

betrachteten Grenzflache. Der Betrag der Wellerorditerenz betragt:

Qu, = 2sin6,,

(7)
Hier bei stelltQn; den Streuvektorbetrag dar. An der Adsorbat/Adsei@tienzflache wird die
gebrochene Strahlung erneut teilweise reflektied teilweise gebrochen. Somit bestimmen die
z-Komponenten zweier benachbarter Schichten dereRefskoeffizientenr,1n geman

folgender Beziehung:

m-1_ Ym 1 2
r.m—],m = ﬁ eX[{— E Qm—lQmO-m—],mj (8)

Hierbei dient die Exponentialfunktion zur Beschueig der Rauigkeiv_, . der Grenzflache

-1m

zwischen der Schiclm-1 und der benachbarten Schiait
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o"’o z-Richtung
* *
K . A

o ‘e Reflexion

Medium m-1

Medium m

Medium m+1

Refraktion

Abbildung 2.14. Brechung und Reflexion von Rodntgenstrahlen mitertsthiedlichen
AmplitudenE an verschiedenen Grenzflachen.

Reale Oberflachen weisen niemals eine ideale &5Hiif, sondern besitzen zwei Arten von
Rauigkeiten. Einerseits konnen Oberflachenwelliggeeiim Bereich von mehreren Hundert
Nanometern liegen, wobei eine Abweichung der Gl#itBezug auf die mittlere Position der
Grenzflache in einem groRBen Ausdehnungsbereich iegbrl Andererseits koénnen

Abweichungen der Gléatte von der mittleren Positien Grenzflache im Bereich von wenigen
Atomen liegen und somit eine mikroskopische Rautgkerursachen (siehe Abbildung

2.15)M
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@ mikroskopische Rauigkeit
\ Welligkeit

Abbildung 2.15. Schematische Darstellung von Oberflachenwelligkeitl mikroskopischer
Rauigkeit.

Geringe Oberflachenwelligkeiten fihren zu einer keéimerbreiterung der reflektierten
Strahlung, was in einer Verringerung der Winkeldsfing im Vergleich zu ideal glatten
Oberflachen resultiert. GroRe Oberflachenwelligkeihingegen fliihren zu einer Deformation
der Reflektivitatskurve. Die mikroskopische Rauigkéhrt zu einer allgemeinen Intensitéats-
abnahme der reflektierten Strahlung. Ideal glat&loberflachen einer Schicht bilden ein
Ensemble von Teilorientierung um die mittlere Otierung in Form einer Gaul3schen
Normalverteilung**

Abhangig vom Brechungsindex,;, dem StreuvektorbetraQ, und der Schichtdick€, 1

erfolgt aufgrund einer Phasenverschiebygng eine konstruktive bzw. destruktive Interferenz

der an den unterschiedlichen Grenzflachen reflgktie Rontgenstrahlen. Diese Phasen-

verschiebung lasst sich beschreiben durch

1
¢m—l = E nm—lQm—ldm—l : (9)

Diese Interferenzen fihren zu den sog. Kiessigiasnnen, welche durch eine periodische
Abfolge von Minima in den Intensitdten charaktensiwerden. Je nach Schichtdicke des

Adsorbats verandern sich die Abstande der Intessiiaima’?

Fur eine einzelne zu untersuchende Schicht kageradle Matrix aufgestellt werden:

M N — equ ¢m—1) rm—l,m equ ¢m—1) (10)

r.m—].,m eXp(—i ¢m—1) eXp(—i ¢m—1)
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Die Reflektivitat mehrerer Schichten kann durch Bexechnung einer Matrizenmultiplikation

gemal folgender Beziehung erhalten werden:

M, M
MM,M,.M, = (11)
MZl M22
und
2
rQ =M 12
Q) > (12)
M2

wobei Q = Qy sich auf den Einfallswinkel der Roéntgenstrahlung @er Luft/Adsorbat-
Grenzflache bezieht (siehe Abbildung 2.14). Diel&eivitat R(Q) kann demnach als Funktion

der Elektronendichteo,, der Rauigkeit der Grenzflachem, . und der Schichtdickel,

berechnet werdeff.

In der folgenden Abbildung 2.16 ist beispielhaf @eflektivitatR(Q) der Proteinmultischicht
PDDA-PSS-(Insulin-PSghls Funktion des Streuvektorbetrag@saufgetragen. Die Kiessig-
Oszillationen sind bei einer Schichtdicke von 118@éutlich zu erkennen.

Die Anpassung einer berechneten Kurve an die gemessDaten kann auch Uber den sog.
Parratt-Algorithmus erfolgen. Sind an einer bettatdn Grenzflache die Amplituden aller
einfallenden, gebrochenen und reflektierten Rorggahlen bekannt, so lassen sich fir die

darauffolgende Grenzflache ebenfalls die Amplitudggr reflektierten und gebrochenen

0
m-1

Rontgenstrahlen berechnen. Trifft eine einfalledelleE,,_, mit dem Amplitudenfaktom,,_,

auf eine Grenzflache, so erfolgt eine teilweise |&@&n und teilweise Brechung an der
Grenzflache der Medien m-1 und m. Nach der Reflexion zuvor gebrochenen Strahlen an

der Grenzflachem/m+1 erfolgt ein Austritt der WelleES aus der Schichim mit dem

Amplitudenfaktora,, .
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>

® experimentelle Date
— Simulation

107 I v I v I v !
0.0 0.1 0.2 0.3

Q/A™

Abbildung 2.16. Reflektivitatskurve der PolyelektrolytmultischicRDDA-PSS-(Ins-PSSauf
Silicium. Konstruktive bzw. destruktive Interfereamz der reflektierten Rontgenstrahlung
fuhren zu Kiessig-Oszillationen. Mit Hilfe einer Kienanpassung lassen sich Schichtdicke,
Elektronendichteprofil und Rauigkeit der PEM bestiem.

Es resultiert die Interferenz der aus der Schichtaustretenden Welle mit der an der
Grenzflachem-1/m reflektierten Welle. Die Amplitude der Welle in Scit m kann wie folgt

angegeben werden

a, = exp(— ik, 4\/sin’ 6 - 20, - 2if3, z) (13)

mit K, =% und der Tiefenkoordinate.*® Vereinfachend wurde von Parratt fir ein

konstanter Wert von einer halben Schichtdidk& angenommen. Mit

f. =4/sin’6-25, -2, (14)
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2.5 Messmethoden

resultiert fir den Amplitudenfaktor
a, = EXF{‘i%Tfmdmj- 5j1

Fur den Fall, dass der elektrische Feldvel&@enkrecht zur Einfallsebene der Strahlung steht,
resultiert eine Stetigkeit der Tangentialkomponevd@ E an der Grenzflache aus der die

Basisgleichung

R 0
Dz Zng R 16)
a

0
am—1 Em—l + a

m-1 m

hervorgeht=®

Eine andere Basisgleichung (17) geht aus der &fetigler Tangentialkomponente des

magnetischen Feldvektoksan der Grenzflache hervor und wird beschriebentdurc

R 0
(am_lE:;_l - Ejfk =(5+amE§J fuk, a7)

m-1

wobel IZl den Wellenvektor der Rontgenstrahlung im Luft odakuum darstellt.

Aus den beiden Basisgleichungen (16) und (17) erglth zur Berechnung des

ReflexionsgradeE™E® folgende Rekursionsformét®

fos = fn 2 r?]

= foef, o Eo

2 Emng _ 4 m-1 m m
m-1 Eo m-1 ER f —f (18)

m-1 1+ zim m-1 m

" Ercr)l fm—l + fm

Voraussetzungen fur den Parratt-Rekursionsalgotighemd Eingangsdaten wie die Anzahl der
Schichten, die Schichtdicken aber auch die Stregaléddichten. Unter der Annahme einer

unendlich grof3en Schichtdicke des Substrats lasiebnnun fir einen vorgegebenen Winkel

der Amplitudenfaktora,, und ein Wert furf,, zu jeder Schicht berechnen.
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Die Rekursion beginnt mit einem vorgegebenen Win&el Substrat und wird an den
darauffolgenden Adsorbatgrenzflachen eines Mulicdtbystems fortgefiihrt. Da die Schicht-

dicke fur das Substrat als unendlich grol3 angeseirengilt

R
2 B (19)

R —
am—12 Ent - am—l4 M_ (20)
Em—l fm 1 + fm

Durch wiederholtes Einsetzen in Gleichung (18) what sukzessiven Verringerung der
Laufzahlm erreicht man schlie3lich das AuRenmedium Loft(1) mit einem Brechungsindex
vonn =1, dao =4 =0. Die Schichtdickel; von Luft nimmt einen Wert von Null an, so dass

a, =1 resultiert. Die Rekursion endet mit

fl—f2+ 2 ES

a P
ER  f,+f, ° E?
S EX f, -1, 4
1 1+a22720 1 2
EZ f1-I- f2
Weiterhin gilt
2
I ER
RQ) === - (22)
IO El

Aus der Wiederholung der Rekursionsschritte fie ¥inkel des Messbereichs ergibt sich eine

vollstandige Reflektivitatskurve fur die Schichtkiéndy,und die Streulangendichten, .
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2.5.2 Grundlagen der Spektroskopi'®

Molekulspektroskopische Methoden, wie z.B. UV-VidR-, Raman- oder Fluoreszenz-
spektroskopie basieren alle auf der Wechselwirkemggchen elektromagnetischer Strahlung
und Materie. Dabei kann eine Reihe von Informatiodber die untersuchte Materie, wie z.B.
Konzentrationen, elektrische und magnetische Eaften oder Bindungsstarken erhalten
werden. Elektromagnetische Strahlung besteht augsreperiodisch oszillierenden elektrischen
Feld, welches sich in eine bestimmte Richtung aaitdir Senkrecht zum elektrischen Feld
verlauft ein oszillierendes magnetisches Feld rait gleichen Frequenz. Mit einer konstanten
Geschwindigkeit vorto= 2.99810° m/s im Vakuum ist die Energig von Strahlung abhangig

von seiner Wellenlange und wird definiert durch

E=h—=2=hcV =hv. (23)

Dabei isth das Plancksche Wirkungsquantuim < 6.626- 10°* Js), v die Frequenz{ die
Wellenlange und v die Wellenzahl der Strahlung. In der UV/Vis- bzwder
Fluoreszenzspektroskopie wird haufig die Wellen&hgufgetragen, in der IR- oder Raman-
Spektroskopie hingegen wird die Wellenzahl Die GesamtenergiByes von Molekilen setzt
sich allgemein aus intramolekularen potentielleanglatorischen, rotatorischen, vibronischen
und elektronischen Anteilen zusammen. Fir die $pskopie sind die ersten beiden Beitrage
nicht relevant, da keine Anderung des elektrisdbgolmoments hervorgerufen wird. Es gilt
daher

Eges = Erot + Evib +E 462

elec”

Wie es auch bei Strahlungsenergie der Fall isgt liltle Energie von Molekilen gequantelt vor
und existiert demnach nur in diskreten Niveausethalb von elektronischen Zustéanden eines
Molekuls liegen viele unterschiedliche Schwingungsaus vor. Die Anregung von
Schwingungszustanden bendétigt eine deutlich gerengeergie als diejenige, die zur Anregung
von elektronischen Zustanden aufgebracht werdersmmuoserhalb von Schwingungsniveaus
liegen Rotationsniveaus. Wechselwirkungen zwiscledektromagnetischer Strahlung und
Materie treten sowohl in Form von Absorption alclaun Form von Streuung auf. Ist die
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Energie eines Photons zu gering, um ein Molekidiiren angeregten Zustand zu tberfihren,
kann eine elastische Streuung erfolgen, d.h. d&meegie &ndert sich nicht. Ist die Wellenlange
der gestreuten Strahlung in Bezug auf den Molekiltuesser grol3, so liegt die sogenannte
Rayleigh-Streuung vor. Bei einer inelastischen &ing wird ein Teil der Energie des
einfallenden Photons vom Molekul aufgenommen, sssddie Energien' des gestreuten
Photons geringer ist. Es gilt

hv'=hv -AE, (25)

dabei istAE die von dem Molekil aufgenommene Energie. Auch wagekehrte Fall, die
Ubertragung von Energie vom Molekiil auf das Phasdrmdglich. Die inelastische Streuung
wird als Raman-Streuung bezeichnet. Ist die Enatggeeingestrahlten Photons so grol3 wie die
lonisierungsenergie eines Molekils, so tritt degesmnnte Photoeffekt auf, bei dem ein
Elektron emittiert wird. Bei der sogenannten Comp&ireuung hingegen ist die Energie des
eingestrahlten Photons groRer als die lonisierurgggge eines Molekils. Neben einem
Elektron wird zusatzlich auch ein Photon emittiert.
Erfolgt eine Absorption von Licht durch Materie, evz.B. durch Biomolekile, so kénnen
Ruckschlisse auf bestimmte Eigenschaften, wie ttigktBir oder die Konzentration, gezogen
werden. Bei der Absorption von Strahlung resultart Ubergang aus einem niedrigen in ein
hoéheres Energieniveau, wobei die EnergiedifferaBzdes Ubergangs derjenigen Enerbie
des eingestrahlten Photons entspricht. Elektrorisdirergange von Molekiilen erfolgen durch
Strahlung im ultravioletten bis sichtbaren Wellergénbereich vont = 200 - 800 nm,
wohingegen Ubergange von Schwingungsniveaus imariotien Wellenlangenbereich von
A = 1-100 pm hervorgehen. Anregung von Molekiilroah erfolgen bel = 10°-1 cm. Der
Absorptionsprozess héangt von mehreren Faktoredwah.einen gilt, dass Energieniveaus eines
Molekils sich quantenmechanisch aus der LésungSdarodinger-Gleichung ergeben. Zum
anderen gilt, dass, abgesehen von der Raman-Sgledgie, fiir jeden Ubergang die Bohrsche
Frequenzbedingung

hv = AE (26)

erfullt sein muss, damit eine Absorption erfolgeanik. Weiterhin muss gelten, dass je nach
Besetzung der Energieniveaus unterschiedliche dittgan fir Spektrallinien resultieren. Die
Besetzung der Energieniveaus erfolgt nach der Baltm-Verteilung. Die Besetzungszahl des

i-ten Zustandes relativ zur Gesamtzahl an Molekisiedefiniert durch
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N ge &k

N Tge (27)

Dabei stelltT die absolute Temperatg die Boltzmann-Konstante urgl den Entartungsgrad
desi-ten Energieniveauls; dar. Eine Anregung von Molekilen kann nur aus @usén heraus
erfolgen, die besetzt sind. Quantenmechanische ahisageln geben vor, ob eine Absorption

uberhaupt erfolgen kann und somit ein Ubergangibtlist. Das L"Jbergangsdipolmomqm;g

muss vom Grundzustamzum angeregten Zustaadson null verschieden sein. Es gilt:
Fig = [ dv 2 0. 28]

Dabei ist{i, der elektrische Dipolmomentoperator des Molekils die Wellenfunktion des

Grundzustands ungs] die konjugiert komplexe Wellenfunktion des angésegZustands.

Integriert wird Giber das Volumenelemei\. Das bedeutet, dass ein Ubergang auch nur dann
erfolgen kann, wenn ein elektrisches Ubergangsdipoient vorliegt. Aus Fermis Goldener

Regel geht hervor, dass die Intensitat eines Ubngsyaowohl dem Quadrat der Amplitude des

elektrischen Feldeg, sowie dem Quadrat des Ubergangsdipolmomﬁgbtsproportional ist:

| O|a,,|" E2 (29)

Die Konzentration einer absorbierenden Substarst $ish durch das Lambert-Beersche Gesetz
|
A=Iog|—°:£E:m (30)

bestimmen, wenn die Konzentration des Analyts ielagering ist. Bei hoheren
Konzentrationen konnen intermolekulare Wechselwigen auftreten, die zu Anderungen der
Absorptionseigenschaften fuhren. DabeiAstie Extinktion,lo die Intensitat des eingestrahlten
Lichts, | die Intensitéat des nach dem Probendurchtritt véybielen Lichtsg der dekadische

Extinktionskoeffizientd die Durchstrahldicke uncddie Konzentration der Probe.
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2.5.3 ATR-FTIR-Spektroskopie
2.5.3.1 Grundlagen der IR-Spektroskopi&*®

Die IR-Spektroskopie umfasst im elektromagnetisctgpektrum im Wesentlichen den
Wellenlangenbereich zwischen etwa 1 und 1000 pns. 8Ehwingungsspektrum wird in drei
Teilbereiche eingeteilt. Im nahen Infrarot (NIR)elsher im Bereich void = 780 nm - 3 um
liegt, treten hauptsachlich Oberschwingungen auf.nlittleren Infrarot (MIR), welches im
Bereich vonl = 3 - 50 um liegt, treten Grundschwingungen aei. Wellenlangen von = 50 -
1000 pum liegen im fernemfrarot (FIR) Gerustschwingungen vor. Die Schwingungsbewgg
eines zweiatomigen Molekulls kann zum Beispiel miteHles quantenmechanischen Modells,
dem harmonischen Oszillators, beschrieben werdaa.d&r Schrédinger-Gleichung resultieren
Energieeigenwerte flr ein solches zweiatomiges efystDie EnergieeigenwertBn,m der
Schwingung sind definiert als

Eharm = hvh(v-'-%j (31)

mit der Schwingungsquantenzah 0 ,1, 2, ... und der Eigenfrequenz = (1/2m),/k/p der

Schwingungy ist dabei die reduzierte Masse des Molekils kistellt die Kraftkonstante als
ein Mal} fur die Starke der chemischen Bindung Ear.die Nullpunktsenergie git= 0. Die
Voraussetzung fir infrarotaktive Molekilschwingungist die Anderung des elektrischen
Dipolmoments wahrend des Schwingungsvorgangs uen@ieichgewichtslagé= &= 0:

aﬂa
(a_fl 20 (32)

Homonukleare zweiatomige Molekile weisen demnadh ehwingungsabsorptionsspektrum
auf. Da die Energieniveau,,m aquidistant sind und nur Ubergdnge zwischen bdyzatdn

Niveaus erlaubt sind, kann nach diesem Modell me einzige Strahlungsfrequenz absorbiert
werden. Der anharmonische Oszillator, welcher dudds sogenannte Morse-Potential
beschrieben wird, weist zum einen nicht aquidista&triergieniveaus auf und zum anderen wird

die Mdglichkeit der Dissoziation bertcksichtigt.elnergieniveaus sind definiert durch
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2
Eanharm =h Va[v + %j —h VaX(V + %j ! (33)

dabei sindv, die Schwingungsfrequenx,eine dimensionslose Anharmonizitatskonstante und

v = 0, 1, 2, ..., Vmax die Schwingungsquantenzahl. Der abstoRende Pdt=ttiaes

anharmonischen Oszillators verlauft steiler alsjeiége des harmonischen Oszillators und
beschreibt die Pauli-Repulsion, nach der sich Atombt beliebig nahe kommen kdnnen (siehe
Abbildung 2.17). GroRRe Werte fiig, resultieren in einer zunehmenden Auslenkung demét
aus der Gleichgewichtslage und eine kleinere Wedleh Beivyax erfolgt eine Dissoziation des

Molekiils. Da spektrale Ubergange mit = +1, +2, ... erfolgen konnen, sind zusétzlich auch
Oberschwingungen maoglich.

Energie4 Energie 4
1 1
 ——— \ ,
1 1
1 1
1 1
1
| - -
\ T 7
\ + I,
\ T y 4
1 /
" 4
P
"
1
/
¢ —<o ¢—<o

Abbildung 2.17. Harmonischer (links) und anharmonischer Oszillafoechts). Beim
anharmonischen Oszillator weist der Potentialvéési Funktion der Auslenkungy- & aus der
Ruhelage & einen steileren Potentialast und eine Dissoziataui im Vergleich zum

harmonischen Oszillator (rechts, gestrichelt). Diskreten Schwingungsniveaus sind als
horizontale Linien dargestellt.

Mehratomige Moleklle weisen ein kompliziertes Saiguingsverhalten auf. Aus diesem
Grund wurden Normalschwingungen eingefuhrt, die ejésv eine gekoppelte synchrone
Bewegung von Atomen oder Atomgruppen darstellemeobass gleichzeitig eine andere
Normalschwingung angeregt wird. Durch eine Linearkoration der Normalschwingungen

kann die Gesamtschwingungsbewegung eines Molekésgsinomt werden. Die Anzahl der
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Normalschwingungen eines linearen Molekils ergibh zu 3N-5, die eines nichtlinearen
Molekuls zu 3N-6.

2.5.3.2 IR-Spektroskopie an Proteinel{’

Die Bewegungsmuster in Makromolekilen wie z.B. &ran sind sehr komplex und die grof3e
Anzahl der Normalschwingungen lasst eine sinnvallalyse einzelner Schwingungsmodi als
unmaoglich erscheinen. Jedoch ist es mdglich, bestanGruppen in Proteinmolekilen
charakteristischen Gruppenfrequenzen zuzuordnene [Dn Proteinen beobachteten
Schwingungen sind im Wesentlichen auf Schwingundes Peptidrickgrats zurtckzufihren.
Die Schwingungen des Peptidrickgrats lasst sich chdurdie Modellverbindung
N-Methylacetamid (NMA) beschreiben (siehe Abbilduhg8)>*®

C H
C N
O C

Abbildung 2.18. N-Methylacetamid zur Beschreibung des Peptidriatisgr

Fur das NMA-Molekiul ergeben sich nach der Normatkowmtenanalyse neun
Schwingungsbanden, unter anderem die Amid-I-Bande {650cm?) sowie die Amid-II-
Bande (U = 1550cm®). Die Wellenzahlenbereiche und die Hauptbeitrage dAmid-
Gruppenschwingungen von NMA sind in Tabelle 2.1gatifhrt. Die Amid-I-Bande setzt sich
aus den Carbonylschwingungen des PeptidrickgraB®0)8 sowie CCN-Deformations-
schwingungen und CN-Streckschwingungen zusammeselBande wird bei der Analyse von
Sekundarstrukturen herangezogen, da die Starke Wasserstoff-briickenbindungen in
Proteinen ihre Lage signifikant beeinflusst. DaSekundarstruktur-elementen, wie z.d3.
Helices, B-Faltblatter, die H-Bruckenbindungen unterschiddistark sind, korreliert die Lage
der Amid-I-Bande mit der vorliegenden SekundardtrukDie Amid-II-Bande setzt sich aus der
NH-Biegeschwingung und der CN-Streckschwingung ¢etven 1580 und 1510 cin

Zusammen.
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Tabelle 2.1.Amid-Gruppenschwingungen in Proteinsn$treckschwingung, d: Deformations-
schwingung, be: Biegeschwingung in der Ebene, Bgddchwingung, t: Torsions-
schwingun

Bande |V /cm® Hauptbeitrage

Amid A | 3300 N-Hs

Amid B | 3100 Oberton Amid |l

Amid | 1600-1690 C=0s,C-Ns,C-C-Nd

Amid Il 1480-1575 N-H be, C-H's, EO be, C—C s, N-Cs
Amid Il | 1229-1301 C—N's, N-H be, C-C s,#O be

Amid IV | 625-767 C=0O be, C-Cs, C-N-Cd

Amid V 640-800 N—-H ba, C-Nt

Amid VI | 537-606 C=O ba, C-Nt

Amid VIl | 200 N-H ba, C-N t, C=0 ba

Wird D,O als Lésungsmittel verwendet, so werden die BaralenAmid-I" bzw. Amid-II’
bezeichnet. In Gegenwart von,@ kommt es zu einem H/D-Austausch und die NH-
Biegeschwingung verliert an Intensitat zu Gunsten D-Biegeschwingung, die bei tieferen
Wellenzahlen absorbiert. Die Amid-I-Bande bleibinvdem Austausch relativ unbeeinflusst.
Proteine weisen also aufgrund ihrer Amid-BindungeBchwingungsgruppen flr
unterschiedliche Sekundarstrukturen auf. In TalizReist die Zuordnung der Wellenzahlen der

Amid-I'-Bande zu verschiedenen Sekundarstrukturngeistellt.

Tabelle 2.2.Sekundarstrukturen und zugehdrige Wellenzahlemded-1"-Bandé*®*>*
Sekundarstruktur V' Amid-1"-Schwingung / cm’*

B-Faltblatt, exponiert@-Strangstrukturen 1675 - 1695
Schleifenstrukturen3(undy-turn) 1660 - 1690
a-Helix 1650 - 1658

ungeordnete Strukturen 1640 - 1650
B-Faltblatt 1625 - 1640

exponiertg3-Strangstrukturen 1615 - 1628

2.5.3.3 Funktionsweise eines FTIR-Spektrometel¥

In der gewohnlichen IR-Spektroskopie wird mit eindispersiven Element jede Wellenlange
sequentiell ausgeblendet und vermeséénin der Fourier-Transform-Infrarot (FTIR)-

Spektroskopie wird der gesamte zu untersuchendeidergleichzeitig detektiert. Nach
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Modulation aller Wellenlangen mit einer charaktisshen Frequenz erreichen diese den
Detektor zur selben Zeit. Der entscheidende Bestdneines FTIR-Spektrometers, welcher
diese Art der Detektion erst erméglicht, ist dasidison-Interferometer. Abbildung 2.19 zeigt
den schematischen Aufbau. Das Interferometer ssidt aus drei Hauptbestandteilen
zusammen. Zum einen liegt ein halbdurchlassigeah8&iler vor, um den Strahl der
Lichtquelle im rechten Winkel aufzuspalten. Zum exrgah ist ein fester Spiegel vorhanden, der
den Teilstrahl zum Strahlteiler hin zurickreflektiéVeiterhin fihrt ein im 90° - Winkel zum
festen Spiegel angeordneter beweglicher SpiegeRetiexion des anderen Teilstrahls. Ist der
Abstand von beweglichem Spiegel und festem Spiagal Strahlenteiler gleich, so betragt die
optische Wegdifferenax null.

fester Spiegel I Michelson-
|

I Interferometer
|

beweglicher Spiegel

|
|
I
+— | | — (g> Lampe |
|
I

Strahlteiler

' Probe

optische Wegdifferenzx L

Detektor

Interferogramm

Abbildung 2.19. Schematische Darstellung eines FTIR-Spektrometais Michelson-
Interferometer.

Dies hat zur Folge, dass beide Teilstrahlen amhigiter konstruktiv interferieren und somit
die Intensitédt des austretenden Strahls maximal . M@tAx # nA mit n = 0, 1, 2, ... befinden
sich die Teilstrahlen nicht in Phase, es kommt mstrdktiver Interferenz, die zu einer

Intensitatsverminderung fuhrt.
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Man erhalt einen cosinusformigen Intensitatsverlawdlcher durch folgende Gleichung
beschrieben wird:

1(x) = Tz| J(7)RG)T (7)[1+ cos@rvx)]di (34)

Hierbei sindR die Reflexion undrl die Transmission. FUr den Intensitatsverlauf drgibh

folgende Interferogramm-Funktidf(x):
F(X) = 1(X) =1 () = T A(V) cosRrx)dv (35)

Das gemessene Interferogramm wird fouriertransfermivas die spektralen Intensitatefy )

liefert:

AWV) = ZTF(X) cos@rX)dx (36)

2.5.3.4Fourier-Self-Deconvolution (FSD) und zweite Ableitung

Durch systematische Verfalschung des eigentliclreteispektrums und durch das Rauschen
kénnen die Banden der einzelnen Sekundarstruktoegite nicht spektral aufgelost werden.
Aus diesem Grund ist fur ein zu untersuchendeseRratur noch eine gemeinsame breite
Bande sichtbar, welche sich als Summe aller Suldyaedyibt. Die aus der Datenbehandlung

entstehenden Fehler werden durch die Filterfunkti®(v) ausgedriickt, welche eine
Instrumentenfunktion beinhaltet. Das gemessene t&pek A(V') wird durch eine
mathematische Faltung (*) eines theoretischen Speist A (V') mit der Filterfunktion
reprasentiert>®

AV)=G1)* A (V) (37)
Allgemein resultiert ein Spektrum aus der FourimﬂformationF{ } eines Interferogramms.

AW) = F{F(0} = F(x) =F{AD)} (38)

Aus Gleichung (37) und (38) ergibt sich fir dieense Fouriertransformatioh ‘1{ } folgender

Zusammenhang:

1

FX=FHOONR M = R0 =FO B g

(39)
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Durch die Fouriertransformation des theoretiscmearferogrammd=, X ergibt sich analog

zu Gleichung (38) das entfaltete Spektrdyp(v : )

A, (V) = F{F, (0} (40)

Mit Hilfe der Fourier-Self-Deconvolutiokdénnen mit Hilfe der Faltungsfunktion instrumetdel
Fehler korrigiert werden, so dass die einzelnendBarder Sekundarstrukturelemente aufgeldst
werden kdnnen.

Neben defFourier-Self-Deconvolutioktnnen durch Bildung der zweiten Ableitung der Ami
I-Bande die einzelnen Banden der Sekundarstrulennehte aufgelost werden. Die
Bandposition ergibt sich als Lage der Minima diesbkeitungsspektrum?>*

Die Anpassung von Banden verschiedener Sekundénstelemente an ein gemessenes
Spektrum A(V) erfolgt mittels FSD und der zweiten Ableitung. tdies werden die Start-
positionen der Banden ermittelt. Liegen Ubereinstende Ergebnisse bezuglich der
Bandenposition aus der FSD und der zweiten Ablgituor, so kénnen die Anteile der
Sekundarstrukturelemente mit hoher Genauigkeitirbest werden. Die aus den beiden
Methoden ermittelten Bandenpositionen sollten jadoei dem Anpassungsvorgang nicht mehr
als 2 cm variieren. Die Anpassungen der Subbanden erfalgh Beispiel anhand einer
gemischten GauR-Lorentzfunktidi. Nach der Anpassung konnen durch Integration der
einzelnen Banden die relativen Anteile der Sekuwstd#kturelemente beziglich des

Gesamtspektrums abgeschatzt werden.

2.5.3.5 Schematischer Aufbau von ATR-FTIR-Messappaturen®>?

Mit der Methode deAttenuated Total ReflectighTR) kann die IR-Absorption von Proben an
festen Grenzflachen untersucht werden. Anders ailsPboben in Lésungen wird nicht die
Transmission gemessen, sondern es erfolgt einefactler Totalreflexion eines Lichtstrahls in
einem Kristall mit einem relativ hohen BrechungsixdBei den internen Reflexionselementen
(IRE), handelt es sich z.B. um Silicium, Germanioder Zinkselenid. Innerhalb eines Kristalls

erfolgt bei einem Einfallswinkef,, welcher den kritischen Winked), Gberschreitet, eine

Totalreflexion mit

n

6. = sin'l(ﬁj . (41)

44



2.5 Messmethoden

Dabei istn; der Brechungsindex des optisch dichteren inteReffexionselements una, der
Brechungsindex des optisch diinneren Adsorbats.liéd.fir Germanium ein Brechungsindex
von 4.0 und fir Silicium ein Wert von 3.4 vor. Ogchtstrahl wird so abgelenkt, dass er in den
trapezformigen Kristall senkrecht eintritt, 20 I@@mal totalreflektiert wird und anschlie3end
nach dem Austreten zum Detektor gelangt (siehe lAbbg 2.20)'>? Bei jeder Totalreflexion
entsteht an der Grenzflache eine evaneszente Walehe bis zu etwa 5 um weit in die Probe
reicht und absorbiert werden kann (nahere Details Totalreflexion siehe Punkt 2.3.4).
Folglich wird die IR-Strahlung abgeschwacht. Diesdlwachung des Lichtstrahls wird analog

zu einem Transmissionsspektrum detektiert und vuatarbeitet.

v 4

‘ Probenldsung ‘

!

Internes /

Adsorbat

N

Reflexions-
element
(z.B. Si, Ge,
IR-Strahlung ZnSe abgeschwachte
; )
aus Michelson- Strahlung zum
Interferometer / Detektor >
Spiege

Abbildung 2.20. Schematischer Aufbau einer ATR-FTIR-Messanordnang Untersuchung
von Adsorbaten.

2.5.4 Hochdruck-TIRF-Spektroskopie™®

Die Total Internal Reflection Fluorescen€EIRF)-Spektroskopie stellt eine haufig angewandte
grenzflachensensitive Methode zur Charakterisierwdgy Struktur und Dynamik von
Molekiilen an einer flussig-festen Grenzflache %dar’ Wahrend bei der konventionellen

Fluoreszenzspektroskopie fluoreszierende Molekitekd mit UV- oder sichtbarem Licht

45



2. Materialien und Methoden

angeregt werden, wird bei der TIRF-Spektroskopies denregungslicht nicht in die
Probenlosung geleitet, sondern in einem optischeismB, welches einen grofieren
Brechungsindex als die Probenlésung aufweist £ n,), intern totalreflektiert. Eine
Totalreflexion erfolgt immer dann, wenn der Eindalinkel §; des Anregungslichts den
kritischen Winkeld). tiberschreitet (mit dem Winkel relativ zur GreneHfa giltn; cosé. = n,).
Erfolgt eine Totalreflexion, so entsteht eine ewmeate Welle, welche sich in die Richtung der
Grenzflachennormalen ausbreitet. Die Amplitude eéésktrischen Felds der evaneszenten

Welle kann durch einen exponentiellen Abfall
E(z) = E,exp(-z/d) (42)

beschrieben werden. Dabei staltlen Abstand zur Grenzflache udddie Eindringtiefe der

evaneszenten Welle dar, welche durch

A

d=
271\/ n’ cos 6, —n’
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definiert ist. Hierbei istd die Anregungswellenlange uré] der Winkel des Anregungslichts
relativ zur Grenzflache. Beispielsweise hat Bei 284 nmn; = 1.496,np = 1.353 undg, = 20°
der kritischen Winkel einen Wert vaf) = 25° und die Eindringtiefe einen Wert vdrr 118

nm. Demnach eignet sich diese Methode um nur géatennahe Fluorophore anzuregen.
Diese raumliche Aufldsung kann z.B. in Adsorptidodgen genutzt werden, da die Intensitat
der an der Grenzflache gebundenen Fluorophoreideuytoer ist als derjenigen in Losung.
Insbesondere eignet sich diese Methode zur Unteusigc von biologischen Systemen wie
Proteinadsorbate und Lipidmembranen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Hochdruck-TIRbparatur aufgebaut. Durch die

Anwendung hoher hydrostatischer Dricke auf adsdebieBiomolekile lassen sich

Adsorptionsvolumina sowie der Adsorptionsgrad Ipesten. Die Untersuchung von

grenzflachennahen Biomolekilen unter Dricken vos i 2500 bar wurde mit einer

Hochdruck-TIRF-Zelle durchgefihrt (siehe Abbildu@g1). Dieser hohe Druckbereich ist
notwendig um Volumeneffekte biologischer System&rsuchen zu kénnen. Die Hochdruck-
TIRF-Zelle besteht aus einem aul3eren Druckbehéitdreiner Probenkivette. Letztere wurde

im Rahmen dieser Arbeit neu entwickelt. Durch diBsebenklvette ist die Probenlésung von
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dem flussigen Druckmedium komplett separiert, sesdaum einen nur eine relativ geringe
Menge an Probenvolumen von 0.6 cm? benétigt wird zmim anderen keine Verschmutzung
der inneren Wande der Druckzelle erfolgt. Die ztetsuchende Grenzflache, d.h. diejenige
zwischen dem Prisma und der Probenlésung, weistkiche von 1.5 cm? auf. Ein Druck von
mindestens 2500 bar kann bei einer konstanten Textypeém Bereich von 0-80 °C konstant
gehalten werden.

Die auf3ere zylindrische Druckkammer besteht ausreiNimonic 90 — Legierung, welche
gehartet und vergutet wurde. Nimonic 90 weist dinBe 0.2% - Dehngrenze vap, = 745

N mm? = 7450 bar bis zu einer Temperatur von 200 °C Bafs bedeutet, dass bei einem
Druck von 7450 bar eine permanente Verformung agidrung von 0.2 % vorliegt. Nimonic
90 ist auch bei hoheren Temperaturen korrosiongt oxidationsresistent. Der maximale
Druck, der innerhalb einer zylindrischen Zelle kehen kann, wird tUber den folgenden

Ausdruck®®

u®-1
P=—"F7=-00 (44)

J3u?

abgeschatzt. Hierbei stellt=ry/ri das Verhaltnis des Aul3en- zum Innenradius dar.eBwer

Wand mit unendlicher Dicke ¢ - o ) ergibt sich ein maximaler Grenzdruck von
p:UO.Z/\/§:4301 bar fur die Zelle auf. Bei dem hier vorliegenderarNaltnis vonu = 60

mm/10 mm = 6 ergibt sich ein Maximaldrugk= 4181 bar in der N&he des maximalen
Grenzdrucks. Innerhalb der Bohrung mit einem Radars 10 mm wird die Kivette inklusive
Prisma eingefligt. Der Au3enradius von 60 mm limitilas Gesamtgewicht des Metallgefalies
auf einen angemessenen Wert. Wird ein Sicherhkitsfavon 1.5 angewandt, so liegt der
berechnete Maximaldruck bei einem Wert von 2787 Har Bestimmung des Berstdrucks
dieser Hochdruckzelle kann der Ausdruck von Faupebendet werdeft®

2 g
Pourst = E 0-0.2(2 - ij Inu (45)

ult

Hierbei istoy; die Zugfestigkeit. Fir Nimonic 90 ergibt sich fline Temperatur von unter 500

°C und einer Zugefestigkeit voa, = Xbar ein Berstdruck von mehr als 20 kbar. Die
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2. Materialien und Methoden

Abdichtung wird Uber O-Ringe aus Fluorkautschuk reiber Harte von 90 Shore A
gewahrleistet. In axialer Position weist die ob8chraube eine zentrale Bohrung auf, welche
einen Adapter umschliel3t, der mit einer Metallkdapd verbunden ist. Diese Ubertragt den mit
einer Handspindelpresse generierten Druck auf @dgdere. Die untere Schraube dient zur
Fixierung eines metallischen Blindfensters, welchar Reinigung der Hochdruckzelle leicht
entfernt werden kann. In radialer Position sindi @ehrauben mit einer jeweils zentralen

konischen Bohrung innerhalb der Reflexions- unceRibdnsebene angebracht.

Abbildung 2.21. Explosionsdarstellung der Hochdruck-TIRF-Zelle., (&chraube; b,
Metallauflage; c, Floatglas; d, Teflonring; e, Mi&appe; f, O-Ring; g, innere Probenkivette;
h, Metallkapillare; i, Blindfenstery°
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Die Schrauben in radialer Position dienen jeweils Fixierung einer sandwichartigen
Assemblierung bestehend aus einer Metallauflager éndiumfolie, einem Floatglaszylinder,
einer Teflonscheibe und einer Schraubenkappe. Ad@sr Floatglases besitzen die zuvor
genannten Komponenten alle eine zentrale Bohrurglridiumfolie dient als Polster zwischen
der Metallauflage und dem Floatglas. Das Floatkdasn durch Quarzglas ersetzt werden, wenn
UV-Licht in einem Experiment benétigt wird. Floaagl hat jedoch den Vorteil, dass es nur
einen geringen druckabhéngigen Effekt auf den @edPolarisation des Lichts aufweist, was
fiir Fluoreszenzanisotropiemessungen notwendi¢*%isbas Floatglas wird mit Hilfe einer
Teflonscheibe geschiitzt, bevor es mit der Schraudpge fixiert wird. Wird Druck im Innern
der Hochdruckzelle generiert, so werden die Flaatgllinder gegen die Metallauflagen
gepresst, was zu einer Abdichtung der Zelle flibets erste Fenster dient als Einlass fur das
Anregungslicht, das zweite dient als Austritt detalteflektierten Lichts und das dritte als
Austritt des Fluoreszenzlichts, welches anschlidlzem Detektor weitergeleitet wird.

Der Entwurf einer inneren Probenkiivette (sieheildobg 2.22) hat zum einen den Vortell,
dass nur ein kleines Probenvolumen benétigt wirdl zum anderen die Probenlésung von dem
umgebenden Druckmedium separiert und der Innendamiochdruckzelle nicht verschmutzt
wird. Die innere Probenkivette wird sandwichartigfgebaut und besteht aus einer
Metallhalterung, einem Quarzprisma, einer Gummirohete (Gasket), einer Quarzglasplatte
und einem Metallrahmen. Die Metallhalterung passtaimem Durchmesser von 20 mm exakt

in die innere Bohrung des aulReren Druckbehélters.

a Anregungs-
licht

140°

\\ S

Fluoreszenz

Abbildung 2.22. Perspektivische Darstellung (links) und Quersdh(riéchts) der inneren
Probenklvette. (a, Metallhalterung; b, Quarzprismaummimanschette; d, Quarzglasplatte;
e, Metallrahmen; f, O-Ring). Die Probenlosung badinsich innerhalb der Gummimanschette
zwischen Quarzprisma und Quarzglasplatte. Nachr&efel56.
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Am unteren Ende der Metallhalterung sorgt ein OgRiiir eine grol3ere Reibung zur inneren
Wand des Druckbehalters. Diese ist notwendig, dh die Ausrichtung der Probenkivette
wahrend einer langeren Fluoreszenzdruckmessungamdern darf. Das verwendete Prisma ist
ein Dove-Prisma und weist eine Dicke von 6 mm wewlejls um 70° geneigten Seitenflachen
auf. Die Probenlosung befindet innerhalb der 4 mokesh Gummimanschette und steht mit
dem Quarzprisma in direktem Kontakt. Das VolumenRi®benkammer betragt 0.6 cm3. Das
Innere der Gummimanschette wird von dem Quarzpriamd dem gegeniberliegenden
Quarzglasplattchen abgedichtet. Dieser sandwigjgatiomplex aus dem Quarzprisma, der
Gummimanschette und Quarzglasplatte wird Uber eiMetallrahmen mit Hilfe von vier
Schrauben in der Metallhalterung fixiert. Aufgrundrer hohen Flexibilitdt erfolgt die
Drucklbertragung aus dem Druckmedium in die Prdaisemlg und auf die zu untersuchende
Grenzflache Uber die Gummimanschette. Ein weit&ferteil der Probenkivette ist, dass
Proben innerhalb von Minuten ausgetauscht werdeamé wenn eine identische zweite
Probenkivette vorhanden ist. So kann eine zwetibdPprapariert und, falls noétig, fir langere
Zeit auch auRRerhalb der Hochdruckzelle aquilibriwgrden. Eine haufige Sauberung des
Innenraums der Hochdruckzelle ist somit nicht notuve.

Zur Aufnahme von Hochdruck-TIRF-Daten wurde die Hhwckzelle in  einem
konventionellen Fluoreszenzspektrometer (K2 Flu@@mder Firma ISS) eingebunden. Das
Gerat arbeitet inphoton-counting modand verwendet eine Xe-Bogenlampe als Lichtquelle.
Fluoreszenzlicht wird normalerweise senkrecht zumre@ungslicht detektiert. In der
Hochdruck-TIRF-Zelle jedoch liegt ein Winkel von@1zwischen dem Anregungsstrahl und
dem Austritt des Emissionslichts vor. Um diese Aiolveng zu korrigieren, wurde die
Sammellinse des Fluoreszenzlichts von 90° zu 1l€&¥5choben und zwei Spiegel (UV-
erweiterte Aluminium-Planspiegel, erhalten von CMelles Griot) im Bereich vor dem
Detektor angebracht. Die beiden Spiegel befindeh swischen der Fluoreszenz-Sammellinse
und dem Emissionsmonochromator und leiten das LithZickzack zum Detektor (siehe
Abbildung 2.23).
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Abbildung 2.23. Die Hochdruck-TIRF-Zelle befindet sich im K2 Fhooeter der Firma ISS.
Das Fluoreszenzlicht tritt Gber einen Winkel vor0d1telativ zum Anregungsstrahl aus und
wird Uber zwei Spiegel im Zickzack zum Detektoreget.

Die Hochdruck-TIRF-Zelle wird von einem mit Wasséemperierbaren Metallmantel
umschlossen, welcher mit einem Wasserbad verbunstenDas Wasser lauft aus dem
Wasserbad in die Kanéle des Metallmantels und amsthlieRend wieder zurtickgefuhrt. Auf
diesem Weg kann die Zelle bei Temperaturen von 0&80etrieben werden. Die Hochdruck-
Metallkapillare ist mit einer Handspindelpressayeen Manometer, drei Ventilen und einem
Reservoir verbunden, welches das Druckmedium dntlifiirch geeignetes Offnen und
Schliel3en der Ventile lasst sich die Handspindsggemit Druckmedium befullen, und
anschlieBend kénnen lber die Metallkapillare holmécke in der Hochdruckzelle generiert

werden. Das gesamte Volumen des zusammengepré&ssigkimediums betragt ca. 20 cms.

2.5.5 TIRF-Mikroskopie

Zur Visualisierung grenzflachennaher Fluorophorrkole wird die TIRF-Mikroskopie
angewandt. Wie auch bei der TIRF-Spektroskopiegbadiese Methode auf der Totalreflexion
eines Lichtstrahls an einer Glas/Probe-Grenzfldshehe Punkt 2.5.4). Ein grol3er Vorteil der
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Methode besteht darin, dass die von der Grenzflagbger entfernten Fluorophore nicht
angeregt werden, so dass ein hohes Signal/Raugehhéltnis vorliegt. Das in dieser Arbeit
verwendete TIRF-Mikroskop weist ein Objektiv auf,welchem ein Laserstrahl so abgelenkt
wird, dass er an der Grenzflache Glas/Probe tdigteert und wieder in das Objektiv
zurtckgelenkt wird (siehe Abbildung 2.24).

Deckglas ¢ L
Objektiv — i

geht durch
das Objektiv

Laserstrahl —=
1

Abbildung 2.24. Schematischer Aufbau eines Objektivs fur TIRF-Megen. Modifiziert nach
Referenz 160.

Findet eine Totalreflexion statt, so kdnnen duréd evaneszente Welle grenzflachennahe
(<100 nm) Fluorophore angeregt und im Mikroskop thiehgemacht werden (siehe Abbildung
2.25)16!

z - Richtung

angeregter
Fluorophor

evaneszente
Welle

N

Quarzglas

eingestrahltes | totalreflektiertes
Licht l Licht

Abbildung. 2.25. Durch Totalreflexion eines Lichtstrahls entstelmeeevaneszente Welle, mit
der grenzflachennahe Fluorophore angeregt werdenedn; und n, sind die Brechungs-
indizes der jeweiligen Substanzen.
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Die Amplitude und die Eindringtiefe der evaneszenftéelle werden anhand der Gleichungen
(42) und (43) beschrieben. Die Anregung der gréchttnnahen Probe durch die elektro-
magnetische Energie fuhrt zu einer relativ geringertergrundfluoreszenz.

Das laterale Auflosungsvermogen eines TIRF-Mikr@skanterscheidet sich nicht von einem
herkdbmmlichen Mikroskop und wird durch die numenispertur bestimmt. Die numerische
AperturNA eines Objektivs ist das Produkt aus dem Brechudggin der Umgebung und dem
Sinus des halben Offnungswinkelsdes Lichtkegels, welchen die Linse des Objektivsiér
Probe bildet=>’

NA=nlsina (46)

Die maximale Aufldsung lasst sich auch als Mindesti@andd,,i, zweier noch unterscheidbarer
Strukturen beschreibéer’

oy = —2— (47)

Um die maximale Auflosung zu erhdhen, wird Immaensi@ mit einem relativ hohen

Brechungsindex zwischen dem Objektiv und dem Dexkglr optischen Kopplung verwendet.

2.5.6 Konfokale Fluoreszenzmikroskopi€?

Anders als bei der konventionellen Mikroskopie dé dreidimensionale Darstellung eines
Objekts mithilfe eines konfokalen Fluoreszenzmikays moglich (siehe Abbildung 2.26). Die
hohen Streulichtanteile sowie die Beitrdge derHbirag aul3erhalb der fokussierten Ebene in
einem Praparat fuhren in einem konventionellen dskop zu diffusen Bildern. In einem
konfokalen Mikroskop (CFM) hingegen wird die Proimi einer punktférmigen Lichtquelle
bestrahlt. Dies geschieht durch einen Laserstdgnlmit Hilfe eines dichroitischen Strahlteilers
auf das Probenpraparat gelenkt wird. Das von debeP ausgestrahlte Licht passiert das

Objektiv und den Strahlteiler und gelangt auf eineite Lochblende.
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Detektor

Fluoreszenz— "
\/ <+ Lochblende
_

- Lichtquelle

dichroitischer A

Strahlteiler >~

Objektiv\

Fokalebene\‘ %7

Abbildung. 2.26. Schematischer Aufbau eines konfokalen Fluoreszémaskops.

Durch die spezielle Anordnung passiert nur das Eonslicht, welches aus der Brennebene
der Probe stammt, die Detektionslochblende undngelschlieRRlich zum Detektor. Mit Hilfe

eines piezoelektrischen Motors liegt ein in derBbene bewegliches Objektiv vor, was eine
Untersuchung Punkt fir Punkt und Zeile fur Zeild dam Pr&parat ermoglicht, um einen
gewulnschten Bereich zu rastern. Diese abgerastBeegiche kdnnen mittels Computer zu
dreidimensionalen Aufnahmen zusammengesetzt werd&¥erden mehrere Detektoren

verwendet, so ist es mithilfe von Sperrfiltern méigldas vom Brennpunkt ausgesandte Licht

nach Wellenlangen getrennt aufzunehmen.
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3. Experimentelles

3.1 Chemikalien und Gerate

3.1.1 Chemikalien

Bezeichung Reinheit Bezugsquelle
Alexa Fluor 488 >97% Invitrogen
Ammoniumhydroxidlésung in Wasser 28% - 30% ACS Redg Sigma-Aldrich
Bistris (Bis(2-hydroxyethyl)amino-

tris(hyérom(/me)t/hyl)rr)(ethgn)) = 99% Fluka
Chloroform ACS Reagenzx99.8%) | Sigma-Aldrich
Cholesterin > 99% Sigma-Aldrich
Deuteriumchlorid in BO, 35% 99% Deuterierungsgrad Sigma-Aldrich

Deuteriumoxid 99.9% Deuterierungsgrad  Fluka
Dioleoylphosphatidylcholin 100% Avanti
Dipalmitoylphosphatidylcholin 100% Avanti
Ethanol > 99.9% Merck
Glycerin > 99.5% Sigma-Aldrich
Harnstoff 99.70% Qbiogene
Hellmanex Il entfallt Hellma
Hyaluronsaure Proteinanteik 1% Fluka
Insulin aus Rinderbauchspeicheldrise 29 USP-Unit§ m Sigma-Aldrich
Laurdan (6-Dodecanoyl-2-dimethylaminonaphthalin) > 85% Invitrogen
Ludox AM-30 30 Gew.% in HO Sigma-Aldrich
Ludox AS-40 40 Gew.% in HO Sigma-Aldrich
Lysozym aus Huhnereiweil3 > 95% Roche
MOPS (3-(N-Morpholino)-propansulfonséure) 99.60% gra-Aldrich
NATA (N-Acetyl-L-tryptophanamid) s. Hersteller SigaAldrich
Natriumhydrogencarbonat >99.7% Merck
Natriumchlorid > 98% Sigma-Aldrich
Natriumhydroxid > 99% Sigma-Aldrich
Poly-(diallyldimethylammoniumchlorid) 20 Gew.% IO Sigma-Aldrich
Poly-(natrium 4-styrolsulfonat) keine Angabe SigAldrich
Poly(styrol) nicht spezifiziert Sigma-Aldrich
Poly(styrol)-Nanopartikel (Sulfat-Latex) 8% in® (w/v) Invitrogen
Salzsaure, 37% > 99.9% Sigma-Aldrich
Centre de
Biochimie
Staphylokokken Nuclease (Wildtyp) > 99% Structurale,
Montpellier,
France
Thioflavin T ~ 75% Sigma-Aldrich
Toluol ACS Reagenz{99.5%) | Sigma-Aldrich
Wasserstoffperoxid in Wasser 29% - 32% ACS Rea@ef®.9%) | Sigma-Aldrich
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3.1.2 Gerate
Messmethode Firma Bezeichnung
Rontgenreflektometer Seifert XRD 3000 TT
FTIR-Spektrometer Thermo Electron Nicolet 6700
TIRF-Mikroskop Zeiss Axiovert 135TV
Multifrequenzphasenfluorometer ISS K2
Konfokales Fluoreszenzmikroskop PicoQuant Microtime 200
UV-Spektrometer Perkin Elmer Lambda 20
Spincoater Chemat Technology |KW-4A
Thermostat (Wasserkreislauf) Julabo F32 /HL
Thermostat (Wasserkreislauf) Huber Polystat CC2
Wasseraufreinigungsanlage Vivendi Water SysterRsirelab Classic
pH-Meter Eutech Instruments | Analytical Balance
pH-Elektrode WTW SenTix Mic-B
Trockenschrank Heraeus T 6200
Zentrifuge Beckmann Optima TL 100
ATR-Probenkammer Pike Technologies |---
Feinwaage Sartorius Analytical Balance ME414S
Silicium Wafer Siltronic
Quarzprisma Micros Prazisionsoptik---
Kivette aus Quarzglas (3.5 mL) Hellma 101 QS

3.1.3 Puffersysteme

Zur Fluoreszenzmarkierung von Insulin bzw. Lysoayim Alexa Fluor 488 wurde ein 100 mM
NaHCG; - Puffer hergestellt (beispielsweise 8.401 g und H,0) und anschlieRend ein pH-
Wert von 8.3 mit NaOH eingestellt. Fir Messungen ldechdruck-Fluoreszenzspektroskopie
und der Hochdruck-TIRF-Spektroskopie wurde ein 10 nBis(2-hydroxyethyl)amino-
tris(hydroxymethyl)methan (Bistris)-Puffer hergdistend je nach Bedarf auf unterschiedliche
pH-Werte mit NaOH- bzw. HCI-Lésungen eingestellt.

3.2 Operationen zur Messvorbereitung

3.2.1 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen mit Alex&luor 488

Die Markierung von Insulin bzw. Lysozym mit dem fiedluorphenylester von Alexa Fluor 488

erfolgt Uber eine nukleophile Substitution, in erstLinie mit der e-NH,-Gruppe der
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3.2 Operationen zur Messvorbereitung

Lysinseitenketten von Proteinen. Andere primare Wanwie diea-NHx-Gruppen freier N-
Termini sind ebenfalls in der Lage an Alexa FluBB4u binden. Jedoch sind sie nur in ihrer
neutralen Form reaktiv und weisen eine optimalekRé&tit bei einem leicht basischen pH-
Wert von 8.2 - 8.5 auf* Im Falle von Lysozym wurde eine Lésung mit ein@mientration
von 10 mg/mL in 100 mM NaHCg&Puffer bei pH 8.3 hergestellt. Von dieser Lésungden
500 pL (3.4-10 mol Lysozym) zu einem gebrauchsfertigen Aliquotpetiiert. Die
Reaktionslosung wurde fur eine Dauer von 2 Stumdigreinem Rihrfisch bei Raumtemperatur
geruhrt. Anschlie3end wurde die Reaktionslésungebedr Temperatur von 10 °C Uber Nacht
geruhrt. Die Aufreinigung des markierten Proteinfolgte mittels der Grof3enausschluss-
chromatographie, wobei eine mit Bio-Gel P30 bel@dd8 cm lange und 7 cm breite Saule
verwendet wurde. Vor der Aufreinigung wurde die I8&mehrmals mit 100 mM NaHGO
Puffer bei pH 8.3 aquilibriert, und anschlie3enddeudie Proteinlésung vorsichtig in die Saule
pipettiert. Als Elutionsmittel wurde ebenfalls d&00 mM NaHCQ-Puffer bei pH 8.3
verwendet. Die erste farbige Fraktion stellte demrkmerte Protein dar, die zweite farbige
Fraktion waren die freien Fluorophormolekiile.

Im Falle von Insulin wurde zunachst eine Lésungemer Konzentration von 5 mg/mL in HCI
bei pH 2 hergestellt. Diese Losung wurde im 100 M&MHCQOs-Puffer auf eine Konzentration
von 2 mg/mL verdinnt und auf einen pH-Wert von &r3gestellt. 500 pL dieser verdinnten
Losung wurden zu einem gebrauchsfertigen Aliqupefiert und anschlieRend mithilfe eines
Ruhrfisches fur 2 Stunden bei Raumtemperatur gerinschlieRend wurde die
Reaktionslosung tber Nacht bei 10 °C geruhrt. \ar Aufreinigung des Proteins wurde die
oben erwahnte mit Bio-Gel P30 beladene Séaule mx @ NaHCQ-Puffer bei pH 8.3
mehrmals aquilibriert. Nach der Zugabe der Reaktisung wurde die Saule ebenfalls mit
dem gleichen Puffer eluiert. In der ersten farbigeaktion war das fluoreszenzmarkierte
Protein vorhanden, in der zweiten farbigen Frakiagen die freien Fluorophore vor.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration und deskianngsgrads$ wurde die erste Fraktion
UV-spektrometrisch untersucht. Die Konzentrationesi mit Alexa Fluor 488 markierten
Proteins lasst sich mithilfe der Gleichung (48) dmesiben, in welcher der Beitrag des

extrinsischen Fluorophors zur GesamtabsorpAitreriicksichtig wird-3

c. = A(/]l) - f DA\(/‘Z)
roten d |-_“k:Protein(Al)

148
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3. Experimentelles

/1 stellt hier die Wellenlange des Absorptionsmaximudes unmarkierten Proteing; die
Wellenlange des Absorptionsmaximums des extrinsisdfuorophors und die Schichtdicke
der Kivette darf stellt den Anteil der AbsorptioA(1,), der beil; beobachtet wird, dar. Bei
einer Wellenlange vomni; = 280 nm stz ysozym= 38000 Mcmi* bzw. epsyin= 5530 M'cm™.
99162 Bej der Maximalabsorptionswellenlange von Alexadfl488 beil,= 494 nm betréagt der
Anteil f der Absorption bei der Wellenlange = 280 nm 0.11° Der Markierungsgrad
beschreibt die pro Stoffmenge an Proteinmolekilebugdene Menge an extrinsischen

Fluorophormolekiilen und lasst sich durch den faligenZusammenhang definieréft

AA,)
(e

E (49)

Cdl

gFIuorophor Protein

Der molare Extinktionskoeffizient von Alexa Fluo88 wird mit caexasgs= 71000 Mcm™® als
Richtwert angegebeli°>Gemessen wurden die UV/Vis-Spektren von Lysozym.bBmsulin im
Bereich von 260 und 600 nm mit einer SchrittweitenvAA = 1 nm bei einer
Aufnahmegeschwindigkeit von 240 nm/min. Fir Lysozsgsultierte fir mehrere Ansatze im
Mittel eine Proteinkonzentration vagyso,ym~ 0.3 mg/mL mit einem Markierungsgrad vbr
0.1. Im Falle von Insulin resultierte fur mehrer@l& im Mittel eine Proteinkonzentration von
Cinsulin = 0.28 mg/mL mit einem Markierungsgrad vion 0.1. Die markierten Proteine wurden
nach dem Aliquotieren in flussigem Stickstoff geéo und bei -20 °C gelagert. Die
fluoreszenzmarkierten Proteinldsungen wurden jehn&edarf zu einer gewilnschten
Proteinkonzentration und zu einem gewinschten Markigsgrad durch Verdinnung und dem

Hinzufliigen von unmarkierten Proteinmolekilen versetn

3.2.2 Herstellung von Insulinkeimen

Die Herstellung der Insulinkeime erfolgte durch eéas bis zweistiindige Erhitzen von Insulin
in HCI bei pH 2.1 mit einer Proteinkonzentratiomv® mg/mL und einem NaCl-Zusatz von 0.1
M bei einer Temperatur von 60 °C. Nach dem Erhitwenden die entstandenen Fibrillen flr 2
Stunden einem Ultraschallbad unterzogen und areftdnid direkt fir weitere Untersuchungen
entsprechend verdunnt. Fir ATR-FTIR-Messungen wurdiesulinkeime analog in f®
hergestellt, wobei ein pD-Wert von 2.1 eingesiglitde.
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3.2 Operationen zur Messvorbereitung

3.2.3 Reinigung der Substrate zur Untersuchung voRolyelektrolyt-Insulinmultischichten

3.2.3.1 Reinigung von Silicium-Wafern fir RoGntgenréektometrie

Silicium (Si) - Wafer mit einer Abmessung von 2.5 cnf wurden zunachst vorgereinigt und
anschlie3end in einer Reinigungslosung fur eineebd% - 30 Minuten bei einer Temperatur
von 60 — 80 °C erhitzt. Die Reinigungslosung bestals einem Volumenteil Ammonium-
hydroxidlésung in Wasser (28 — 30 %), einem VoluteiriH,0, in Wasser (29-32 %) sowie
funf Volumenteile HO. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurden Si-Waerflie3endem
Leitungswasser und anschlieBend mit entionisierté¥asser exzessiv abgespult. Die

gereinigten Si-Wafer wurden in entionisiertem Wasggagert.

3.2.3.2 Reinigung von internen Reflexionselementemus Silicium fir ATR-FTIR-

Spektroskopie

Die Reinigung der prismaformigen internen Refleselemente, bestehend aus einem
Siliciumeinkristall (mit den Mal3en fur die Tiefe wa = 10 mm und fur die trapezférmige
Grundflache vor; = 80 mm,l; = 72 mm unch = 4 mm), wurde in gleicher Weise wie bei den
Si - Wafern (siehe Punkt 3.2.3.1) durchgefiihrt. Yé&d des Erhitzens wurde darauf geachtet,
dass nur die Grundflache der Prismen auf dem Getidtbaufliegen, so dass keine Kratzer auf
der Probenseite hervorgehen konnten. Getrocknedemudie gereinigten Reflexionselemente
im Trockenschrank bei 110 °C.

3.2.3.3 Reinigung von Quarzplatten und —prismen fuif IRF-Spektroskopie

Auch die Reinigung der Quarzplatten und des -prssfiladie TIRF Spektroskopie erfolgte in
gleicher Art und Weise wie in Punkt 3.2.3.1 besgen. Die Quarzplatten weisen eine
Abmessung von -8 cnf auf. Das Quarzprisma weist eine Tiefe vior 40 mm und eine

trapezférmige Grundflache mit= 30 mm,, = 21 mm undh, = 15 mm auf.
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3. Experimentelles

3.2.4 Probenpréaparation zur Untersuchung von Polyektrolyt-Insulinmultischichten

3.2.4.1 Aufbau von Polyelektrolyt-Insulinmultischiditen (Réntgenreflektometrie)

Zur Untersuchung des Aufbaus von Multischichterstéi@end aus Polyelektrolyten und Insulin,
wurden unterschiedliche Adsorptionsbedingungenpitiéir Zur Beschichtung von Si-Wafern
mit Polyelektrolyt- bzw. Proteinmultischichten werd die in den Tabellen 3.1 - 3.4
aufgefihrten Losungen verwendet. Um geeignete Bedigen zum Aufbau einer stabilen
Multischicht auch bei htheren Temperaturen zu fmdeurden mehrere Anséatze untersucht.
Alle Multischichten wurden durch die sukzessive émdion (ayer-by-layer Methode) der
entsprechenden Polyelektrolyt- bzw. InsulinschicHte eine jeweilige Inkubationszeit von 15

min aufgebaut.

<

1. Polykationen
bzw. Proteine

2. Waschen g

3. Polyanionen
4. Waschen

OOOOOOOOO®

Abbildung 3.1. Aufbau einer Polyelektrolyt-Proteinmultischichttridilfe der layer-by-layer
Methode. Zwischen der Abscheidung ungleichnamigdgsier Polyelektrolyte bzw. Proteine

werden Waschschritte durchgefihrt.

Das geschah durch das komplette Eintauchen destr&sb& die entsprechende Ldsung.
Zwischen den einzelnen Adsorptionsschritten wurdeshrfach Waschschritte durchgefiihrt
(siehe Abbildung 3.1), wobei nach den ersten beidésorbierten Schichten entionisiertes
Wasser und bei darauffolgenden Schichten HCI bei3pbBihgewandt wurde, um die in der

Ldsung verbleibenden Polyelektrolyte bzw. Proteilekile zu entfernen. Es wurde sukzessiv
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3.2 Operationen zur Messvorbereitung

eine Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HAMIit den in der Tabelle 3.1 aufgeflhrten Losungen
aufbaut, wobei der Aufbau der Multischicht mittéintgenreflektometrie verfolgt wurde.

Dabei wurden Insulinschichten bei pH 2.1 in Abwésgnhvon Natriumchlorid abgeschieden.

Tabelle 3.1.L6sungen zum Aufbau von Multischichten

LOsungen: Konzentrationen ; pH ; Zusatz
PDDA 1 mg/mL ; pH 5.9 ; 0.5M NaCl
PSS 1 mg/mL ; pH 5.9 ; 0.5M NaCl
Insulin 0.1 mg/mL ; pH2.1; ----
Hyaluronsaure | 1 mg/mL ; pH 4 ; 0.5 M NaCl

Um den Einfluss von NaCl auf den Aufbau einer Mudhicht zu untersuchen, wurde zur
Insulinlésung ein 0.1 M NaCl-Zusatz hinzugefiigt whe Multischicht PDDA-PSS-(Ins-PSS)
abgeschieden. Die Insulinlésung wurde zusatzlidhemen pH-Wert von 3 eingestellt, um die
Coulomb-Repulsion zwischen Insulinmolektilen zu weern. Die verwendeten Losungen sind
in Tabelle 3.2 aufgefuhrt.

Tabelle 3.2.L6sungen zum Aufbau von Multischichten; NaCl-Zugaur Insulinlésung und
pH-Wertsenkung.

Losungen: | Konzentrationen ; pH ; Zusatz
PDDA 1 mg/mL ; pH 5.9 ; 0.5M NaCl
PSS 1 mg/mL ; pH 5.9 ; 0.5M NacCl
Insulin 0.1 mg/mL ; pH 3; 0.1 M NaCl
PSS 1 mg/mL; pH2.1;0.5MNaCl

Weiterhin wurde der NaCl-Zusatz in der Insulinlég@auf 0.2 M erhdht, um zu untersuchen, ob
ein grolRerer Anstieg der Multischicht resultiers \&urde, wie bereits zuvor, die Multischicht

PDDA-PSS-(Ins-PS$Saufgebaut. Es wurden die in der Tabelle 3.3 audtgtén Losungen
verwendet.

Tabelle 3.3.Losungen zum Aufbau von Multischichten; NaCl-Konzationserhéhung in der
Insulinlésung.

Losungen: Konzentrationen ; pH ; Zusatz
PDDA 1 mg/mL ; pH 5.9 ; 0.5M NacCl
PSS 1 mg/mL ; pH 5.9 ; 0.5M NacCl
Insulin 0.1 mg/mL ; pH 3; 0.2 M NaCl
PSS 1 mg/mL ; pH 2.1; 0.5 M NacCl
Hyaluronsaure | 1 mg/mL ; pH 5 ; 0.5 M NaCl
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3. Experimentelles

3.2.4.2 Temperaturstabilitat von Polyelektrolyt-Insulinmultischichten

(Rontgenreflektometrie)

Im Folgenden wurde die NaCl-Konzentration in desulmlésung auf 0.05 M reduziert und fur
die Hyaluronséaurelosung ein pH-Wert von 4.5 eirgjitsfsiehe Tabelle 3.4). Der sukzessive
Aufbau der zwei Multischichten PDDA-PSS-(Ins-PSi®w. PDDA-PSS-(Ins-HA)auf jeweils

einem Si-Wafern wurde verfolgt. AnschlieBend wuidie Temperaturstabilitat untersucht,
indem die praparierten Multischichten in HCI bei BHauf eine Temperatur von 70 °C fir eine
Dauer von einer Stunde erhitzt wurden. Anschlie3eméblgten die Messungen der
Schichtdicken bei Raumtemperatur. Beide Multisctaohlagen wahrend den Messungen

hydratisiert vor.

Tabelle 3.4.L6sungen zum Aufbau von Multischichten bestehersl lasulin und PSS bzw.
Hyaluronsaure

Ldsungen: Konzentrationen ; pH ; Zusatz
PDDA 1 mg/mL; pH 5.9; 0.5M NaCl
PSS 1 mg/mL; pH 5.9; 0.5M NaCl
Insulin 0.1 mg/mL; pH 3; 0.05 M NaCl
PSS 1 mg/mL; pH 2.1; 0.5 M NaCl
Hyaluronsaure | 1 mg/mL; pH 4.5; 0.5 M NacCl

Um zu untersuchen, ob die beobachtete Abnahme ¢guSchichtdicke aus der Zerstérung der
Multischicht oder aus der Umstrukturierung der assten Moleklle hervorgeht, wurde die
Stabilitat der Multischichten bei erhdhten Temperan Gber einen langeren Zeitraum hin
untersucht. Zu diesem Zweck wurden die MultiscleohPDDA-PSS-(Ins-PSSund PDDA-
PSS-(Ins-HA) auf Silicium adsorbiert und anschliel3end die Sdahicke bei Raumtemperatur
bestimmt. Im Anschluss wurden die jeweiligen Profiennsgesamt fir 3 Stunden auf 70°C in
HCI mit pH 2.1 erhitzt, wobei nach jeder Stunde @&ehichtdicke bestimmt wurde. Die
Messungen erfolgten in einer Probenkammer, sodiadglultischichten in hydratisierter Form

vorlagen. Es wurden die Losungen aus der Tabellgg&dwendet.

3.2.4.3 Praparation von Polyelektrolyt-Insulinmultischichten (TIRF-Spektroskopie)

Die Beschichtung der Quarzplattchen erfolgte analogBeschichtung der Si-Wafer wie in
Punkt 3.2.4.1 beschrieben. Verwendet wurden dieuhgsn aus Tabelle 3.4. Die
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3.2 Operationen zur Messvorbereitung

Quarzplattchen wurden vollstéandig in die entspradea Losungen eingetaucht. Zwischen den
Adsorptionsschritten wurden die Quarzplatten in ¥éasmit entsprechendem pH-Wert

grundlich gewaschen.

3.2.4.4 Temperatureffekt auf die Struktur von Insuln in Multischichten
(TIRF-Spektroskopie)

Die Aggregation des in Multischichten eingebettetiisulins wurde hinsichtlich einer
Temperaturerhéhung auf 70°C Uber einen Zeitraumraneh Stunden untersucht. Nach der
Praparation einer jeweiligen Multischicht PDDA-P@%s-PSS) wurde die entsprechende
Quarzglasplatte in die Probenkammer eingebaut €siimkt 3.3.3) und eine Thioflavin T-
Losung mit einer Konzentration von 4 pg/mL, einerh Bl NaCl-Zusatz und einem pH-Wert
von 2.1 in die Probenkammer mit Hilfe einer 1 mLli&e gefullt. Das Probenvolumen umfasst
200 pL. Es wurde die Fluoreszenz von Thioflavin i 882 nm gemessen. Die Anregung
erfolgte bei 450 nm. Weitere Experimente wurdereugteichen Bedingungen, jedoch héheren
NaCl-Konzentrationen von 0.2, 0.3, 0.4 oder 0.5n\Wleicher Weise durchgeftihrt. Weiterhin
wurde analog zur vorherigen Messungen die MultgdhPDDA-PSS-(Ins-HA)aufgebaut, um
die Aggregation des eingebetteten Insulins zu sotren, jedoch wurde die ThT-
Konzentration auf 2.5 pg/L reduziert und nur Megmmbei 0.3 und 0.5 M NaCl-Zusatz
durchgefuhrt. Die Temperaturerh6hung einer Proli@gte mittels eines intern vorgeheizten
Wasserbads auf 70°C, welches jeweils nach einersdéeer von 30 Minuten an die

Probenkammer angeschlossen wurde.

3.2.4.5 Effekt von Insulinkeimen auf die Struktur von Insulin in Multischichten
(TIRF-Spektroskopie)

Zur Untersuchung des Einflusses von Insulinkeintdargtellung, siehe Punkt 3.2.2) auf die
Aggregation von Insulin in Multischichten wurden Imnere Ansétze gemessen. Wie zuvor
wurde die Multischicht PDDA-PSS-(Ins-H#guf Quarzplattchen adsorbiert. Weiterhin erfolgte
die Herstellung einer ThT-Lésung mit einer Konzatiom von 2.5 pg/mL, einem NaCl-Zusatz
von 0.1 M, einem pH von 2.1 und einem Insulinkeisaa von 0.2 mg/mL, die nach dem

Zusammenbau der Messzelle in die Probenkammer iifé élner 1 mL Spritze gefullt wurde.
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Die Messung erfolgte bei einer konstanten Temperatun 25 °C. Diese Messung wurde
einmal repliziert.

In einem weiteren Experiment wurde eine Multischiobstehend aus PDDA-PSS-(Ins-PSS)
Ins auf einem Quarzglasplattchen abgeschiedenwuEse anschlieRend eine ThT-Losung mit
einer Konzentration voo(ThT) = 2.5 pg/mL, einem pH-Wert von 2.1 und ein@rh M NaCl-
Zusatz in die Probenkammer eingefillt und die Fdsmenzintensitat gemessen. AnschlieRend
wurde nach einer Messdauer von 40 min die ThT-Lgsaus der Probenkammer mit Hilfe von
Salzsaure mit einem pH-Wert von 2.1 mehrmals géspid eine Insulinkeimldsung mit einer
Konzentration vorc(Insulinkeime) = 0.1 mg/mL, einem pH-Wert von 2.4dueinem 0.1 M
NaCl-Zusatz zur Probe gegeben. Nach einer Inkubst®it von 40 min wurde die
Insulinkeimlésung mit Salzsaure (pH 2.1) gespuld wnmneut eine ThT-Losung mit gleicher
Konzentration zur Multischicht gegeben. Die Messungde bei einer Temperatur von 25 °C

durchgefuhrt.

3.2.4.6 Aufbau von Insulin-Polyelektrolytmultischiditen in situ (TIRF-Spektroskopie)

Weiterhin wurde der Aufbau von Insulinmultischialmten situ fluoreszenzspektroskopisch
verfolgt, wobei nach jeder adsorbierten Insulinskhinsulinkeime zum Adsorbat gegeben und
nach einer bestimmten Inkubationszeit wieder ausPdebenzelle entfernt wurden. Zunachst
wurde die Multischicht PDDA-PSS-Ins auf einem Qugéagplattchen adsorbiert und das
Plattchen in die Probenzelle eingebaut. Anschlid3garde in die Probenkammer eine ThT-
Losung €(ThT) = 2.5 ug/mL, pH 2.1, 0.1 M NaCl) gegeben. Namer Messdauer von 10 min
wurde ein Waschschritt mit 3 mL Salzsaure (pH 2nlffels einer Spritze durchgefihrt und
eine Insulinkeimlésungc(insulinkeime) = 0.1 mg/mL, pH 2.1, 0.1 M NacCl) zAMultischicht
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 15 min téoigein weiterer Waschschritt und
anschliel3end die Zugabe der ThT-Losung. Die Emmsdes ThTs wurde fur eine Dauer von 10
min verfolgt und anschlie3end eine PSS-Loswi@%S) = 1 mg/mL, pH 2.1, 0.5 M NacCl) zur
Multischicht gegeben. Nach einer Inkubationszert ¥& min wurde ein weiterer Waschschritt
durchgefuhrt und im Anschluss eine Insulinlésua@n§) = 0.1 mg/mL, pH 3, 0.05 M NaCl)
zur Multischicht gegeben. Dieser Vorgang wurde mirwiederholt, so dass die Multischicht
PDDA-PSS-(Ins-PSgauf Quarz adsorbiert wurde. Um das Aggregationsleh von Insulin

in solch einer Multischicht zu untersuchen, wurde @hT-Fluoreszenzintensitat tber einen

Zeitraum von 17 Stunden bei einer Temperatur vohgerfolgt.
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3.2 Operationen zur Messvorbereitung

3.2.4.7 Statische Fluoreszenzanisotropie von Insalin Multischichten
(TIRF-Spektroskopie)

Zur Untersuchung der Rotationsdynamik des in Meitiishten eingelagerten Insulins wurde
die statische Fluoreszenzanisotropie von an daslilngebundenem Alexa Fluor 488
gemessen. Zundchst wurde die Multischicht PDDA-PBSix-PSS) auf Quarzglas
adsorbiert und anschliel3end die statische Anisigrog einer Wellenlange 519 nm gemessen.
Der Aufbau der Multischicht erfolgte ebenfalls vimePunkt 3.2.4.1 in Tabelle 3.4 beschrieben.
Das mit Alexa Fluor 488 fluoreszenzmarkierte Inswlies ein Markierungsgradvon 1:300
und eine Konzentration vor(InSaexa) = 0.1 mg/mL mit einem 0.05 M NaCl-Zusatz bei pH =
3.0 auf. Nach dem Aufbau der Multischicht wurde Bi@benkammer mit HCI bei pH 2.1
beflllt. Angeregt wurde die Probe bei 470 nm, sesdder Streulichtanteil in der Emission
relativ gering war. Pro Temperatur wurden 30 Wartegezeichnet und anschlieRend gemittelt.
Anisotropiedaten wurden im Temperaturbereich von 6 70 °C in 5 °C-Schritten
aufgenommen. Eine weitere Reproduktionsmessungenducchgefiihrt, wobei Anisotropien in

10 °C-Temperaturschritten aufgenommen wurden.

3.2.4.8 Zeitaufgeltste Fluoreszenzanisotropie vondulin in Multischichten
(TIRF-Spektroskopie)

Um Rotationskorrelationszeiten der eingebettetesulinmolekile in einer Multischicht zu
untersuchen, wurde auf einem Quarzglasplattchemawch in Punkt 3.2.4.4, die Multischicht
PDDA-PSS-(Ingexa-PSS) abgeschieden. Der Markierungsgrad des fluoreszarienten
Insulins betrug 1:50 (Alexa Fluor 488:Insulinmol8kiin die Probenkammer wurde Salzsaure
bei pH = 2.1 mit 0.1 M NaCl gegeben. Gemesser&sowohl| die Modulation als auch die
Phasenverschiebung bei Modulationsfrequenzen vod@® MHz in 20 MHz - Schritten. Als
Referenz fir die Lebenszeitmessung wurde das &tnéldei 473 nm detektiert, welches eine
Lebenszeit von 0 ns aufweist. Die Detektion der $smon erfolgte bei einer Wellenlange von
514 nm. Die Messung des Streulichts und der Flzereserfolgte durch die Verwendung von
Bandpass-Emissionsfiltern. Die Messungen erfoldien Temperaturen von 20 — 60 °C in
10 °C - Schritten.
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In einem weiteren Versuch wurde anschlieend dekigtaingsgrad des fluoreszenzmarkierten
Insulins auf 1:300 erhodht. Die Adsorption der Madtiicht PDDA-PSS-(Ingxs-PSS) erfolgte

analog zum vorherigen Experiment.

3.2.4.9 Schwingungsspektrum der Polyelektrolyte zuAmid-I'-Bande
(ATR-FTIR-Spektroskopie)

Um den Beitrag der Polyelektrolyte an der Amid-Bsigle zu untersuchen, wurde die
Polyelektrolytmultischicht (PDDA-PS$S)auf Silicium abgeschieden, um die Absorptions-
intensitaten sowie zeitliche Veranderung der Spektbei 25 °C zu beobachten. Gemessen
wurden die Spektren des Adsorbats in DCl bei pD @bkr eine Dauer von 10 Std.
Anschliel3end wurden IR-Transmissionsmessungen \RRDAP PSS und Hyaluronsdure mit
einer jeweiligen Konzentration von 50 mg/mL jeweit# und ohne einem 0.5 M NaCl-Zusatz
durchgefuhrt. Die BO-Untergrundspektren wurden von den gemessenenrpgtimusspektren

subtrahiert.

3.2.4.10 Untersuchung der zeitlichen Anderung der wid-I'-Bande einer Polyelektrolyt-
Insulinmultischicht bei konstanter Temperatur von 25°C (ATR-FTIR-Spektroskopie)

Um eine eventuelle zeitliche Anderung der Strukgimer Multischicht in Abwesenheit von
Insulinkeimen und bei niedrigen Temperauren zu rsatdhen, wurde PDDA-PSS-(Ins-P$S)
auf Silicium adsorbiert und Spektren bei einer Terafur von 25 °C fir eine Dauer von 10

Stunden aufgenommen.

3.2.4.11 Temperaturstabilitat von Polyelektrolyt-Irsulinmultischichten
(TIRF-Spektroskopie)

Zur Untersuchung der Temperaturstabilitat einertidchicht wurde PDDA-PSS-(Ins-PS&yf
ein Quarzglasplattchen adsorbiert und in die TIFRHeZeingebaut. Die Probekammer wurde
mit einer ThT-LAsung befullto(ThT) = 4 ug/L; 0.5 M NaCl; pH 2.1) und die Fluazesz des
ThTs bei einer Wellenlange von 482 nm detektiettnathst wurde die Emission bei einer
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3.2 Operationen zur Messvorbereitung

Temperatur von 20°C, dann bei 70°C, anschliel3end Aakihlen bei 35°C und zuletzt wieder
bei 20°C detektiert.

3.2.4.12 Aufbau von Polyelektrolyt-Insulinmultischchten auf internen Reflexions-
elementen aus Silicium (ATR-FTIR-Spektroskopie)

Zur Untersuchung der Sekundarstruktur von in eiMarltischicht eingebettetem Insulin
erfolgte eine Beschichtung auf einem Siliciumeistail. Es wurden die Polyelektrolyt- und
Insulinlosungen aus Tabelle 3.5 verwendet. Der Aufer entsprechenden Multischicht wurde
nur auf der groRten Flache (80 - 10 mm?2) des St#lis durchgefihrt, indem der Kristall mit

relativ geringen Mengen der jeweiligen Polyelektrobzw. Insulinlésungen benetzt wurde.

internes Lésung mit Petrischale
Si-Wafer Reflexionselement ~ Adsorptiv /
| \ /

5’ /

Abbildung 3.2: Einseitige Beschichtung eines internen Reflexitaments fur die ATR-FTIR-
Spektroskopie.

Die Adsorptionsschritte wurden in einer Petriscldhlechgefuhrt, in der das Reflexionselement
auf zwei Si-Wafern gelegt wurde, so dass die zetzemde Flache fir die jeweiligen Losungen
leicht zuganglich war (siehe Abbildung 3.2). Die s&dptions- und Waschschritte wurden
analog wie in Punkt 3.2.4.1 beschrieben durchgéfihr

3.2.4.13 Temperatureffekt auf die Struktur von Insudin in Multischichten
(ATR-FTIR-Spektroskopie)

Zur Untersuchung der Sekundarstrukturdnderung médultischichten eingebetteten Insulins
wurden ATR-FTIR-Messungen durchgefihrt. Vor dem bsuf einer Multischicht auf einem
Si-Kristall wurde zunachst ein Untergrund mit bei pD 2.1 und 0.1 M NaCl bei einer
Temperatur von 70°C gemessen. AnschlieRend wurddditischicht PDDA-PSS-(Ins-PSS)

67



3. Experimentelles

auf dem internen Reflexionselement adsorbiert. Ndeh Aufbau der Multischicht wurde der
Si-Kristall in die ATR-Probenhalterung eingebautduB,O mit 0.1 M NaCl und pD 2.1
(pD = gemessener pH-Wert + 0.4) in die Probenkanemagefillt. Die Dauer der Messungen
betrug 17 Stunden, wobei eine konstante Tempevatui70°C eingestellt wurde.

Im weiteren Versuch wurde die NaCl-Konzentration D€I-L6ésung von 0.1 auf 0.5 M erhoht.
Es wurde erneut die Multischicht PDDA-PSS-(Ins-RS&)f Si abgeschieden und die IR-
Absorption der Probe bei 70 °C Uber eine DauerMbStunden verfolgt.

Eine temperaturinduzierte Aggregation wurde ebé&nfal der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-
HA)3 in Gegenwart von gD bei pD 2.1 und einem 0.5 M NaCl-Zusatz untersughterfolgte
ebenfalls eine Messung bei einer Temperatur vo& 70f eine Dauer von 17 Stunden.

3.2.4.14 Amid-I'-Bande von Insulinkeimen (ATR-FTIR-Spektroskopie)

Um eine keiminduzierte Aggregation des eingebettebesulins zu untersuchen, wurde
zunachst die Doppelschicht PDDA-P&E einem Si-Kristall adsorbiert. Im Anschluss waird
eine Insulinkeimlésung mit einer Konzentration \dh mg/mL in DCI mit einem pD-Wert von
2.1 und einem 0.5 M NaCl-Zusatz in die Probenkamgaegieben, um die Spektren der reinen
Insulinkeime zu erhalten und eine eventuelle zéidi Anderung zu verfolgen. Es wurde bei
25°C die Amid-I'-Bande fir eine Dauer von 14 Stumderfolgt.

3.2.4.15 Effekt von Insulinkeimen auf die Strukturvon Insulin in oder auf Multischichten
(ATR-FTIR-Spektroskopie)

Weiterhin wurde eine Multischicht bestehend aus REHSS-(Ins-HA) auf Silicium adsorbiert
und die oben erwahnte Insulinkeimldsung hinzugegebée IR-Absorption wurde tber einen
Zeitraum von 17 Stunden bei einer Temperatur vohgerfolgt.

Weiterhin wurde untersucht, wie sich die Struktuer dim letzten Adsorptionsschritt
abgeschiedenen Insulinschicht in Gegenwart vonlilmlsaimen verandert. Zu diesem Zweck
wurde die Multischicht PDDA-PSS-(Ins-P$®)s auf Silicium abgeschieden und anschliel3end
eine Insulinkeimlésung mit einer Konzentration v@a mg/mL, einem pD von 2.1 und einem
0.1 M NaCl-Zusatz zur Probenkammer gegeben. Eiatbga Messung wurde ebenfalls mit der
Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HA}Ins unter gleichen Bedingungen durchgefihrt.
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3.2.4.16 Visualisierung von Polyelektrolyt-Insulinnultischichten auf Deckgléasern
(TIRF-Mikroskopie)

Zur Untersuchung der Aggregation des in Multiscteoheingebetteten Insulins wurden neben
nicht markierten auch fluoreszenzmarkierte Insubtekile auf eine feste Grenzflache
adsorbiert. Der Aufbau der Polyelektrolyt-Insulintrechichten erfolgte auf Deckglasern mit
einer Dicke von 0.17 mm, welche zuvor mit Ethanolingllich gereinigt wurden. Die
Praparation der Multischichten erfolgte wie in Purik2.4.1 mit den in der Tabelle 3.4
beschriebenen Losungen. Die Deckglaser wurden latmm die jeweiligen Lésungen
eingetaucht und nach entsprechenden Adsorptionsd WMWaschschritten in eine
Deckglashalterung eingebaut. Das fluoreszenzmagklasulin wies einen Markierungsgrad
von 1:300 auf. Die Fluoreszenzmarkierung von Imswlird in Punkt 3.2.2 beschrieben. Alle
mikroskopischen Bilder wurden bei Raumtemperatfigenommen.

Zunachst wurden die Multischichten PDDA-PSSxsifig PDDA-PSS-INgexa-PSSUndPDDA-
PSS-Ingiexa-PSS-INgiexa auf einem Deckglas adsorbiert, um die Verteiluag bhsulins auf der
Grenzflache zu beobachten. Die Verteilung des insulvurde ebenfalls qualitativ fur die
hyaluronathaltige Multischicht PDDA-PSS-ss-HA untersucht.

3.2.4.17 Insulinkeiminduzierte Aggregation von Inslin in Multischichten
(TIRF-Mikroskopie)

Um eine keiminduzierte Aggregation von Insulin zatarsuchen, wurden die Multischichten
PDDA-PSS-INgiexa; PDDA-PSS-INgexaPSS, PDDA-PSS-(IRgxa-PSS), PDDA-PSS-INgjexa-

HA und PDDA-PSS-Ingexa-HA-INSaexa auf Deckglaser adsorbiert und anschlie3end jeweils
eine Insulinkeimlésung mit einer Konzentration b mg/mL, einem NaCl-Zusatz von 0.1 M
NaCl und pH 2.1 hinzugegeben. Wichtig ist zu ervaihndass die Insulinkeime keine

Fluoreszenzmarkierung aufweisen.
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3.2.4.18 Insulinkeiminduzierte Aggregation von Inslin in Multischichten
(konfokale Mikroskopie)

Die Untersuchung der Aggregation von Insulin erf®lguch mit Hilfe der konfokalen
Mikroskopie, in gleicher Weise wie mit der berelieschriebenen TIRF-Mikroskopie. Es
wurden ebenfalls Deckglaser mit einer Dicke von70rim und eine Deckglashalterung
verwendet. Vor dem Aufbau einer Multischicht wurden&chst eine mit Alexa Fluor 488
fluoreszenzmarkierte Insulinlésung mit einer Korteatnon c(InSaexa) = 0.1 mol/L, einem 0.05
M NaCl-Zusatz und einem pH — Wert von 3.0 auf eectkylas gegeben. Der Markierungsgrad
betrugl = 1:300. Die Adsorption erfolgte fir eine Dauenvib Minuten bei Raumtemperatur.
Anschlie3end erfolgte nach mehreren WaschritterH@itbei pH 3 die Zugabe von 5 mL einer
0.1 mg/mL Insulinkeimlésung zur Probenkammer undhnaeiteren 10 - 60 Minuten die
Aufnahme der Bilder. Um die Aggregation von Insulelches die oberste Schicht in einer
Multischicht darstellt, zu untersuchen, wurden Migltischicht PDDA-PSS-(Ins-PS&)NSaiexa
und PDDA-PSS-(Ins-HA}Insaexa auf Quarz adsorbiert. Nur die letzte adsorbiertbicht
besteht aus fluoreszenzmarkiertem Insulin. Nach demfbau der Multischicht wurden
Waschschritte durchgefiihrt und anschlieBend 5 nrLbdeeits erwéhnten Insulinkeimlésung
zur Probenkammer hinzugegeben.

Im Gegensatz zu denjenigen Multischichten, bei demlesulin letzte adsorbierte Schicht
darstellt, wurden auch die Multischichten PDDA-PE&-PSS}(INSaexa-PSS) und PDDA-
PSS-(Ins-HA)-(Insaexa-HA) hergestellt, bei denen Insulin eingebettetiegt. Dabei stellt das
fluoreszenzmarkierte Insulin die vorletzte adsatki&chicht dar. Auch in diesem Fall wurde

die Insulinkeimlésung zur den jeweiligen Multisdhien gegeben.

3.2.5 Reinigung der Apparatur und Probenbehalter fii Hochdruckmessungen

3.2.5.1 Reinigung von Quarzkuvetten fur die Hochdrok-Fluoreszenzspektroskopie und

von Quarzplatten und —prismen fir Hochdruck-TIRF-Spektroskopie
Die Reinigung der Quarzkivetten fur die HochdrutkeFeszenzspektroskopie erfolgte

ebenfalls wie in Punkt 3.2.3.1 beschrieben. Auah Reinigung der Quarzplatten und des -

prismas fur die Hochdruck-TIRF-Spektroskopie erf®lgn gleicher Art und Weise. Die
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3.2 Operationen zur Messvorbereitung

Quarzplatten weisen eine Abmessung von34cnf. Das Quarzprisma weist eine Tiefe von
t = 40 mm und eine trapezférmige Grundflachelgwt 30 mm,l, = 21 mm undch = 15 mm auf.

3.2.5.2 Reinigung der Hochdruckzellen fir Fluoreszespektroskopie bzw. TIRF-
Spektroskopie

Beide Arten von Hochdruckzellen verfigen Uber jésvenehrere Schrauben, in welche die
Fenster eingebaut und fixiert vorliegen. Durch Hatfernen dieser Schrauben ist eine schnelle
und grundliche Reinigung mit Wasser und Spulmitiéglich.

3.2.6 Probenpréaparation zur Untersuchung der Volumaeigenschaften von gelosten bzw.
adsorbierten Proteinen mithilfe der Hochdruck-Fluoreszenzspektroskopie

3.2.6.1 Intrinsischen Druckeffekt aufN-Acetyl-L-tryptophanamid

Um die Druckabhangigkeit des freien Tryptophanslcihves auch als natirlich vorkommende
Sonde in vielen Proteinen dient, zu untersuchengde&ru Fluoreszenzspektren seines Derivats
N-Acetyl-L-tryptophanamid (NATA) gemessen und ihr&nderungen bei steigenden
hydrostatischen Dricken ermittelt. Zu diesem Zweckden bei Driicken von 1 bar bis 2.5
kbar Spektren von NATA in 10 mM Bistris-Puffer na@iner Konzentration voe = 5.9 uM
(vergleiche SNase-Konzentratiot(SNase) = 0.1 mg/mL) bei pH 7 aufgenommen. Die
Temperatur wurde mithilfe eines Wasserbads konsitiazin25 °C gehalten. Gemessen wurde die
druckabhangige Anderung der NATA-Fluoreszenz andBégenwart von 1, 2, 3,4, 5und 6 M
Harnstoff sowie in Anwesenheit von Ludox AM ohnedumit 2 bzw. 4 M Harnstoff unter
ansonsten gleichen Bedingungen. Ludox AM lag imh&#nis von 1:100 (v/v) zur SNase-
Lésung vor. Die gemessene Anderung der Fluoreszemaitat beit = 380 nm wurden zur
Korrektur der intrinsischen Druckeffekte von Trypbanseitenketten in allen folgenden
Proteinentfaltungskurven verwendet. Die Messungenjelweiligen Spektren erfolgten nach
einer Inkubationsdauer von mindestens 5 Minutddrurckintervallen von 200 bar.
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3.2.6.2 Bestimmung des Adsorptionsgrades von SNdsav. Lysozym auf Ludox AM / AS

Zur Bestimmung des Adsorptionsgrades von SNase bhysozym auf den Silicapartikeln
Ludox AM / AS wurde diedepletion methodngewandt. Das Prinzip dieser Methode besteht
darin, Proteine auf Nanopartikeln zu adsorbiered anschlieRend eine Zentrifugation zur
Trennung der Partikel von der Lésung durchzufihferschlieBend wird UV-spektrometrisch
die Proteinkonzentration des Uberstands gemessedureh dementsprechend auch der
Adsorptionsgrad bestimmt werden kann. In dieserefrlwurden jeweils 3 mL der zu
untersuchenden Proben angesetzt. Dabei lagen eén gémessenen Proben SNase- bzw.
Lysozymkonzentrationen von jeweils 0.1 mg/mL entarenin geldsten oder im adsorbierten
Zustand vor. Gemessen wurden SNase in Losung, Sitissebiert auf Ludox AM ohne bzw.
mit 3 M Harnstoff, SNase auf Ludox AS, Lysozym idsung und Lysozym adsorbiert auf
Ludox AM ohne bzw. mit 3 M Harnstoff. Im adsorbemt Zustand lag die Ludox AM- bzw.
Ludox AS-Dispersion zur SNase-Losung im Verhaltwesx 1:100 (v/v) vor. Im Falle von
Lysozym lag die Ludox AM-Dispersion zur Lysozym-lig im Verhaltnis von 1:11 (v/v) vor.
Fur die Adsorption der Proteine auf den Nanopdriikeurde jeweils eine Inkubationsdauer
von mindestens 15 Minuten eingehalten. Alle Messangrfolgten in einem 10 mM Bistris-
Puffer bei pH = 7. Es wurden jeweils 3 mL Probeowoén angesetzt und in die
Zentrifugenréhrchen gefillt. Nach einer Zentrifugaszeit von 60 min wurde vorsichtig der
jeweilige Uberstand entnommen und UV-Absorptionkgea im Wellenlangenbereich von
265-350 nm aufgenommen. Die Zentrifugation wurdé emer Beschleunigung von 60000 g
durchgefuhrt.

3.2.6.3 Volumeneigenschaften von SNase im gelosirstand

Zur Untersuchung der druckabhangigen Proteinentfglivurde SNase in 3 mL einer 10 mM
Bistris-Pufferlésung geldst, so dass eine Konzéinttavonc(SNase) = 0.1 mg/mL vorlag. Die
druckabhangigen Fluoreszenzmessungen wurde beiytd giner konstanten Temperatur von
25 °C durchgefinhrt. In Intervallen von 200 bar wand=luoreszenzspektren von 1 bar bis zu
einem maximalen Druck von 2.5 kbar aufgenommen. }der Messung eines Spektrums
wurde eine Inkubationszeit von mindestens 20 Mimuggngehalten. Weiterhin wurden zu
verschiedenen SNase-Losungen unterschiedliche Memge Harnstoff von 0.5 und 1 M

hinzugegeben, um den Entfaltungsdruck zu niedngBréicken hin zu verschieben, so dass die
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Intensitaten fur den nativen bzw. komplett denatten Zustand der Proteinmolekile ermittelt
werden konnten. Nach der Zugabe von unterschiestlicHarnstoffmengen lagen fir alle
Proben die gleiche Proteinkonzentration und declgepH-Wert vor. Aufgenommen wurden
Fluoreszenzspektren im Bereich von 300 bis 450 mmopei die Anregung bei = 280 nm
erfolgte.

3.2.6.4 Volumeneigenschaften von SNase im adsorligr Zustand

Um die Anderung des spezifischen Volumens adsdesi@roteine zu bestimmen, wurden zu
den kolloidalen Nanopartikeln Ludox AM bzw. LudoxSAeine SNase-Losung im Verhaltnis
von 1:100 (v/v) hinzugegeben, so dass eine Pilaiazentration von 0.1 mg/mL und ein
Endvolumen von 3 mL bei einem pH-Wert von 7 vorl&gir eine Konzentration von 0.1
mg/mL nehmen SNase-Molekile in 100 mL Ldsung eifécte von ca. 28 m? ein. Im
Gegensatz zur Proteinfliche weisen die Nanopantikedox AM bzw. AS in jeweils 1 mL
Dispersion in Bezug auf die erwéhnte Konzentragore Flache von 80 m2 bzw. 70 m2 auf.
Nach hinreichendem Schitteln der Probe wurde féirAdisorption von SNase-Molekulen auf
den Nanopartiklen Ludox AM bzw. AS eine Inkubagdauer von mindestens 15 Minuten
eingehalten. Es wurde weiterhin ein von den Nartiqghn und von der Ramanstreuung des
Wassers resultierendes Untergrundspektrum aufgeeomidu diesem Zweck wurden die
Nanopartikel Ludox AM bzw. Ludox AS zu 10 mM BistPuffer im Verhaltnis von 1:100
(v/v) gegeben und Fluoreszenzspektren im Bereich3@® - 450 nm aufgenommen.

Das Untergrundspektrum der Ramanstreuung des Vgassdrder Lichtstreuung, welche von
den Nanopartikeln ausging, wurde anschlieend vem jeéweiligen Spektren der Proben
subtrahiert. Auch fir Messungen im adsorbierten tahtgs wurden unterschiedliche
Harnstoffzusatze hinzugegeben, um die mittlerefiainhgsdriicke zu niedrigeren Dricken hin
zu verschieben. Fluoreszenzspektren wurden ebgnfallWellenlangenbereich von 300 bis

450 nm aufgenommen. Die Anregungswellenlange lag&@&nm.
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3.2.6.5 Einfluss des pH-Werts auf die Volumeneigecisaften von SNase im geldsten bzw.

adsorbierten Zustand

In weiteren Versuchen wurde der Einfluss des pHt8Veauf die druckabhéngige
Proteinentfaltung von SNase im geldsten, aber aothadsorbierten Zustand untersucht.
Zunachst wurde eine 0.1 mg/mL SNase-Losung in 10 istris-Puffer hergestellt und
unterschiedliche pH-Werte von 6, 7, 10 und 11 estgjt. Fir Messungen im adsorbierten
Zustand wurde wie zuvor beschrieben zu den kollerd@&Nanopartikeln Ludox AM-30 eine
SNase-Losung im Verhdltnis von 1:100 (v/v) hinzugssn, so dass eine finale
Proteinkonzentration von 0.1 mg/mL und ein Endvauanvon 3 mL vorlag. Der pH-Wert

wurde in unterschiedlichen Ansatzen von 6 auf B.8, 9 und 10 variiert.

3.2.6.6 Praparation zur Untersuchung der Volumeneignschaften von Lysozym im

geldsten Zustand

Die Untersuchung der Volumenanderung von Lysozyioigie in gleicher Weise wie diejenige
der SNase (siehe Punkt 3.2.6.5). Es wurden 3 mér €iri mg/mL Lysozymldsung in 10 mM
Bistris-Puffer bei pH 7 angesetzt. Nach dem Eiefiilder Probe und dem Zusammenbau der
Hochdruck-Messzelle wurden Fluoreszenzspektren iellaMangenbereich von 300 bis 450
nm bei Dricken von 1 bar bis 2.5 kbar in 200 b&chritten bei einer konstanten Temperatur
von 25 °C aufgenommen. Dabei wurde nach jeder Emnékhung eine Inkubationszeit von
mindestens 20 Minuten eingehalten. Die Messung &uetbenfalls mit verschiedenen

Harnstoffzusatzen durchgefiihrt, wobei die Konzeéiunan 3, 6 und 8 M betrugen.

3.2.6.7 Praparation zur Untersuchung der Volumeneignschaften von Lysozym im

adsorbierten Zustand

Um die Anderung des spezifischen Volumens von dilsdem Lysozym zu bestimmen, wurde
zu einer Ludox AM - Dispersion eine Lysozymlosung iVerhéltnis von 1:11 (v/v)

hinzugegeben, so dass ein Endvolumen von 3 mL unedfi@ale Proteinkonzentration von 0.1
mg/mL vorlag. Wie auch bei den Experimenten im g Zustand wurde ein 10 mM Bistris-

Puffer verwendet. Alle folgenden Messungen mit lzygn wurden bei einer Temperatur von
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25 °C bei pH = 7 durchgefuhrt. Weitere Messungert fpeweils unterschiedlichen
Harnstoffzusatzen von 3, 6 und 8 M wurden unteroasten gleichen Bedingungen
durchgefuhrt.

3.2.6.8 Praparation zur Untersuchung der Auswirkung des pH-Werts auf die

Volumeneigenschaften von Lysozym im geldsten bzwdsorbierten Zustand

Auch der Einfluss des pH-Wertes auf die Volumenamug von Lysozym wurde untersucht. 3
mL einer 0.1 mg/mL Lysozymlbésung wurden in 10 mMstBs-Puffer bei jeweils
unterschiedlichen pH-Werten von 8.6 bzw. 9.6 angésend die Fluoreszenzspektren im
Druckbereich von 1 bar bis 2.5 kbar in 200 barhrien bei einer konstanten Temperatur von
25 °C aufgenommen. Zusatzlich wurde der Einfluss pE-Wertes auf die Volumen-
eigenschaften von adsorbierten Lysozymmolekilenersatht. Zu einer Ludox AM-
Dispersion in 10 mM Bistris-Puffer wurde wie audivar eine Lysozymldsung im Verhéaltnis
von 1:11 (v/v) hinzugegeben, so dass das Endvolun8enmL und die finale
Proteinkonzentration 0.1 mg/mL betrug. Dabei wurdssi unterschiedlichen Messungen
jeweils pH-Werte von 8.5 und 9.6 eingestellt unel Fiuoreszenzspektren im Druckbereich von
1 bar bis 2.5 kbar in 200 bar - Schritten bei eikRenstanten Temperatur von 25 °C

aufgenommen.

3.2.7 Praparation zur Untersuchung des Adsorptionsgdes von Lysozym mit Hilfe der
Hochdruck-TIRF-Spektroskopie

3.2.7.1 Préaparation zur Untersuchung des Phasenveastiens von DOPC bzw. einer
Mischung aus DOPC, DPPC und Cholesterin

Zur Verifizierung der Funktionstichtigkeit der Halthck-TIRF-Zelle wurde beispielhaft die
druckabhangige Membranstruktur von DOPC untersuchtdiesem Zweck wurden 3 pmol
DOPC in 1.572 mL Chloroform geldst und 6 nmol Lardinzugegeben, so dass Laurdan zu
DOPC im Verhéltnis von 1:500 vorlag. Von dieser widg wurden nach grindlichem
Durchmischen 100 pL mittig auf ein Quarzprisma tiipg und das Chloroform verdampft.

AnschlieRend wurde die Probenkammer mit entiortemmer Wasser befillt und
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Fluoreszenzspektren im Druckbereich von 1 bar bskBar in 200 bar — Schritten bei 25 °C
aufgenommen. Spektren wurden im Wellenlangenbensach410 bis 520 nm aufgezeichnet,
wobei die Anregungswellenlange bei 390 nm lag. Ngatem aufgezeichneten Spektrum
wurde eine Inkubationszeit von 10 Minuten eingeadraltDiese Messung wurde ein weiteres
Mal wiederholt.

Weiterhin wurde eine DOPC:DPPC:Cholesterin-Raftmisg im Verhéltnis 1:2:1 hinsichtlich
ihres Phasenverhaltens untersucht. Es wurde eisenigthergestellt, bei der 0.73 pmol DOPC,
1.46 umol DPPC, 0.73 pmol Cholesterin und 5.8 nibamirdan in 0.2 mL Chloroform gel6st
wurden. Diese Lo6sung wurde nach grindlichem Dursbh@n anschlieRend 10fach mit
Chloroform verdiinnt. 100 pL dieser verdinnten L@wmurden auf ein Prisma gegeben und
das Chloroform bei Raumtemperatur verdampft. DebBnkammer wurde mit Wasser gefiillt
und Fluoreszenzspektren im Bereich von 410 bisrsitbei Dricken von 1 bar bis 2.5 kbar
bei einer konstanten Temperatur von 25 °C aufgenemmie Anregungswellenlange lag bei
390 nm. Nach jedem aufgezeichneten Spektrum wurde Iakubationszeit von 10 Minuten

eingehalten.

3.2.7.2 Praparation zur Untersuchung des intrinsideen Druckeffekts auf Alexa Fluor 488

Zur Ermittlung des intrinsischen Druckeffekts degen Alexa Fluor 488 auf die Fluoreszenz
wurde eine Lésung mit einer Konzentration von 20 inMinem 10 mM Bistris - Puffer bei pH

7 hergestellt und Fluoreszenzspektren im Druckbbreion 1 bar bis 2.5 kbar mittels
konventioneller Fluoreszenzspektroskopie aufgenomimblach jedem aufgezeichnetem
Spektrum wurde eine Inkubationsdauer von 5 Minwgemgehalten. Die Fluoreszenzspektren
wurden im Wellenlangenbereich von 505 bis 560 nmfgenommen, wobei die

Anregungswellenlange bei 480 nm lag. Diese Emissuatienlangen und Anregungs-
wellenlange wurden fur alle folgenden Hochdruck-FARessungen mit Lysozym beibehalten.
Der daraus resultierende intrinsische Druckeffeltde in allen folgenden Hochdruck-TIRF-

Messungen bericksichtigt.
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3.2.7.3 Praparation zur Untersuchung des Adsorptiosgrades von Lysozym unter hohen
Dricken

Zur Untersuchung der Adsorptionseigenschaften voteimen unter hohen Dricken wurde mit
Alexa Fluor 488 markiertes Lysozym (Lyisa) auf einem Quarzprisma adsorbiert. Zu diesem
Zweck wurde zunéchst eine Lysozymlosung mit eimetdthkonzentration von 0.1 mg/mL in
einem 10 mM Bistris-Puffer bei pH 7 hergestellt,be@b der Fluoreszenzmarkierungsgiad
1:500 betrug. Nach einer Adsorptionsdauer von 1Butéin wurde die Lygxs-LOSung vom
Quarzprisma entfernt und anschlieBend mit 10 mMtriBi®uffer bei pH 7 grindlich
gewaschen, so dass nur eine Proteinschicht aufQidwatrat vorlag. Die Probenkammer der
Hochdruck-TIRF-Zelle wurde mit der oben erwahntenffélosung geflllt und es wurden
Fluoreszenzspektren im Druckbereich von 1 bar tbskbar in 200 bar - Schritten bei einer
Temperatur von 25 °C aufgenommen. Fluoreszenz evimdWellenlangenbereich zwischen
505 und 560 nm aufgezeichnet. Die Anregung erfolgge einer Wellenlange von 480 nm.
Nach jedem aufgenommenen Spektrum wurde jeweile & mindtige Inkubationsdauer
eingehalten. Weiterhin erfolgten auch Messungendimem hoheren Markierungsgrad von

| = 1:500 ohne einen Harnstoffzusatz unter ansomgéechen Bedingungen.

3.2.7.4 Praparation zur Untersuchung des Adsorptiosgrades und des

Adsorptionsvolumens von Lysozym unter hohen Driicken

Zur Untersuchung des Adsorptionsvolumens von Lysoayurde die Probenkammer der
Hochdruck-TIRF-Zelle mit einer Lygx:-LOSUng mit einer Konzentration von 0.1 mg/mL in
10 mM Bistris-Puffer bei pH 7 beflllt. Der Markiargsgradl betrug 1:500. Anschliel3end
wurde zur Adsorption eine Inkubationsdauer von liBu¥en bei Raumtemperatur eingehalten.
Nach Verschliel3en der Probenkammer wurden in Gegerder 0.1 mg/mL Lygexa-LOSUNG
bei Drucken von 1 bar bis 2.5 kbar Fluoreszenzspektei 25 °C aufgenommen. Auch hierbei
wurden nach jedem aufgenommen Spektrum jeweils &@eminltige Inkubationszeit
aufgenommen. Weitere Messungen wurden in Gegenwant chaotropem Harnstoff bei
Konzentrationen von 1, 2, 3, 4, 5 und 6 M untemasten gleichen Bedingungen durchgefihrt.
Um den Einfluss des kosmotropen Glycerins auf dielumeneigenschaften und den
Adsorptionsgrad zu untersuchen, wurden Proben romzkntrationen von 1, 2 und 3 M

prapariert und unter ansonsten gleichen Bedinguaganessen.
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3.2.7.5 Praparation zur Untersuchung des pH-Effekte auf den Adsorptionsgrad und das

Adsorptionsvolumen von Lysozym unter hohen Driicken

Der Einfluss des pH-Wertes auf den Adsorptionsgragirde ebenfalls unter gleichen
Bedingungen wie in Punkt 3.2.7.4 beschrieben unthts Der pH-Wert des 10 mM Bistris-
Puffers wurde auf jeweils 8, 9 und 10.4 mit Hilfenv NaOH eingestellt und in die
Probenkammer gegeben. Fluoreszenzspektren wur@etokbereich von 1 bar bis 2.5 kbar in
200 bar - Schritten aufgenommen, wobei nach jederfgeaeichnetem Spektrum eine

Inkubationszeit von 20 Minuten eingehalten wurde.

3.2.7.6 Praparation zur Untersuchung der Auswirkungeiner hydrophoben Grenzflache
auf den Adsorptionsgrad und das Adsorptionsvolumenvon Lysozym unter hohen
Dricken

Weiterhin wurden der druckabhangige Adsorptionsgrad das -volumen von Lysozym auf
einer hydrophoben Oberflache untersucht. Zu dieggmeck wurden Quarzprismen mit
Poly(styrol) beschichtet. Es wurde zunéchst einky(Btyrol)-Losung M, ~ 50 kg-mof') in
Toluol mit einer Konzentration von 6 mg/mL hergdistén einer selbstangefertigten Halterung
wurden die zu beschichtenden Quarzprismen mittigdem Ansaugstutzen des Spincoaters
platziert und mittels Unterdruck fixiert. 300 pLrdeoly(styrol)-Lésung wurden auf ein Prisma
pipettiert. AnschlieRend erfolgte eine gleichméafiiderteilung des Poly(styrol)s auf der
vorgesehenen Flache des Prismas bei 3000 UmdralhpngeéMinute. Das beschichtete Prisma
wurde flr mindestens 48 Stunden in einem Trockeas&hbei 110 °C getrocknet.

Eine 0.1 mg/mL mit Alexa Fluor 488 markierte Lysod#$sung (Markierungsgrad

| = 1:500) in 10 mM Bistris-Puffer bei pH 7 wurdedre Probenkammer der Hochdruck-TIRF-
Zelle gegeben. Die Losung steht in direktem Kontakih Prisma, welches mit Poly(styrol)
beschichtet wurde. Fluoreszenzspektren wurden iiev@ngenbereich von 505 bis 560 nm
aufgenommen, wobei die Anregung bei einer Wellgggdnon 480 nm lag. Nach jeder
Druckerh6hung wurde eine Aquilibrierungszeit vonNhuten eingehalten. Spektren wurden
im Druckbereich von 1 bar bis 2.5 kbar in 200 b&chritten aufgenommen.
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3.3 Ablauf der Experimente zur Untersuchung der Polelektrolyt-

Insulinmultischichten

3.3.1 Ablauf der Rontgenreflektometrieexperimente

Um die Schichtdicke einer Polyelektrolyt-Insulinmsthicht zu untersuchen, wurde der
beschichtete Si-Wafer in einer fir das Rontgenkefl@etrie hergestellten Probenkammer
gelegt. Da XRR-Experimente an der Luft-Substratr@fié@che erfolgen, wurden - falls nicht
anders erwahnt - die Proben in einer luftdichterobBnkammer gehalten, um eine
Austrocknung zu verhindern und eine konstante 1@§e%uftfeuchtigkeit zu bewahren. Zu
diesem Zweck wurde ein dunner Film aus entionsmrtWasser auf dem Boden der
Probenkammer aufgetragen, wobei die Probe auf énebhung auflag und nicht mit dem
Wasser in direktem Kontakt stand. Alle in Punkt.®82 erwahnten Proben wurden bei
RaumtemperatulT = 25 °C vermessen. Messungen wurden mit einer bdiaEg-Anode

durchgefuhrt, welche Réntgenstrahlung mit einer lévidinge von 0.71 A (Mo-

Kq) generiertNach der Justierung der RoOntgenquelle und des Regekrelativ zur

untersuchenden Probe wurden die Intensitaten diéektierten Strahlung bis zu einem
maximalen Winkel 2 = 3 ° gemessen, wobei 600 Datenpunkte aufgenonwmugden. Die

Rohdaten wurden zu Reflektivitdtskurven konvertiarobei die Intensitéaten der reflektierten
Strahlung einer Messreihe auf die jeweilige anfighgl Intensitat normiert wurden. Zusatzlich
wurden die Daten fur die Grundflache des einfallendRontgenstrahls, welche bei kleinen
Einfallswinkeln die Probenflache Ubersteigt, kaeity Die ReflektivitatenR(Q) wurden als

Funktion des Wellenvektortbertra@Qsaufgetragen. Die Auswertung erfolgte Uber die Safev

Parratt32 (Version 1.6), welche vom Helmholtz-ZantrBerlin herausgegeben wird. Alle in
Punkt 3.2.4.1 erwdhnten Multischichten wurden ratter Rontgenreflektometrie hinsichtlich

ihrer Dicke, ihrer Rauigkeit und ihres Streulangehtéprofils charakterisiert.

3.3.2 Ablauf der ATR-FTIR-Spektroskopie-Experimente

Vor dem Aufbau einer Multischicht auf einem Siligiminkristall erfolgte zunéchst die
Aufnahme eines Untergrundspektrums in GegenwartDuih bei entsprechender Temperatur.
Zu diesem Zweck wurde der Siliciumeinkristall irediorgesehen Probenhalterung des FTIR-
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Spektrometers fixiert und verschlossen. Nach Hiafiivon DO in die Probenkammer und
Einstellung der entsprechenden Temperatur erfagteAufnahme des Untergrundspektrums
mit einer Auflésung von 2 cth Dabei wurden sukzessive 128 Interferogramme geemesnd
gemittelt. Das interne Reflexionselement wurde his@end aus der Probenhalterung
entnommen und wie in Punkt 3.2.4.10 beschriebéind@m zu untersuchenden Multischichten
beschichtet. Nach dem Aufbau der Beschichtunggdaler Einbau in die Probehalterung. Die
Messung erfolgte in gleicher Weise wie bei der Aime des Untergrundspektrums. Vor der
Messung wurde ED mit entsprechendem pD-Wert in die Probenkammiilgeso dass die zu
untersuchende Multischicht deuteriert vorlag. Dasettrundspektrum wurde jeweils von allen
gemessenen Spektren subtrahiert. Zur Prozessidamgpektren wurde die Software GRAMS
(Thermo Fischer Scientific) verwendet. Die Sekusttdkturanalyse erfolgte durch die
Anpassung von funf Subbanden, die als gemischtel3Gatentz-Funktionen dargestellt
wurden, an die Amid-I' Bande. Die anfanglichen Mosen der Subbandenmaxima
entsprechen denjenigen Wellenzahlen, die sich sbwob einer FSD als auch aus der 2.
Ableitung eines Spektrums Ubereinstimmend ergelssehd Punkt 2.3.3.4). Wahrend der
Bandenanpassung wurden die Positionen der Subbmaséma nicht mehr als + 2 ¢h

verschoben.

3.3.3 Ablauf der TIRF-Mikroskopie-Experimente

In einer Deckglashalterung wurde ein mit einem Adabbeschichtetes Deckglas so fixiert und
verschraubt, dass eine wasserdichte Probenkammi@agy@ welche eine Probenlésung oder
Wasser hinzugegeben werden konnte. Die Deckglasbhalj wurde mittig auf dem Objektiv

platziert. Von allen in den Punkten 3.2.4.16 un2l817 aufgefiihrten Proben wurden Bilder

bei Raumtemperatur (ca. 20 °C) aufgenommen.

3.3.4 Ablauf der konfokalen Mikroskopie-Experimente

Die zu untersuchende Polyelektrolyt-Insulinmultistih wurde auf einem Deckglas prapariert
und in die Deckglashalterung fixiert (vgl. 3.3.8)lche anschlielend mittig auf dem Objektiv
des konfokalen Mikroskops platziert wurde. Alle Mesgen wurden bei Raumtemperatur
durchgefuhrt (ca. 20 °C). Alle in Punkt 3.2.4.18gasdiihrten Proben wurden in gleicher Weise
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3.4 Ablauf der Experimente zur Untersuchung Volueigenschaften geldster und adsorbierter
Proteine

vermessen. Die Untersuchungen der PolyelektrolHinmultischichten erfolgten amilicro
Time 200der FirmaPico Quant welcher imtime-correlated single photon countifCSPC) —
Modus arbeitet. Die Hauptkomponenten dieses Genstdche in dieser Untersuchung
verwendet wurden, waren dBico TADiodenlaser als Lichtquelle, ein dichroitischeliegel
(z488/561Irpc von AHF), ein inverses Mikroskop (@iyus IX71), ein Wasserimmersions-
objektiv (Olympus, 60x, NA 1.2), welches auf eingarstellbaren Piezotisch befestigt ist, eine

30 um Lochblende und einmgle-photon avalanchPiode (SPAD) als Detektor.

3.4 Ablauf der Experimente zur Untersuchung der Valmeneigenschaften

geldster und adsorbierter Proteine

3.4.1 Ablauf der Hochdruck-FluoreszenzspektroskopiExperimente

Die Fluoreszenzspektren wurden mittels des K2 lmaters der Firma ISS (Champaign,
lllinois, USA) im photon-countingModus aufgenommen. Alle Spektren wurden im
Wellenlangenbereich von 300 bis 450 nm aufgenommebgi die Anregung beli = 280 nm
mittels einer Xe-Bogenlampe erfolgte. Die Hochdeigberimente wurden in einer
Hochdruckzelle der Firma ISS durchgefiihrt, welchedrnuckbestéandigen Quarzfenstern bis zu
einem Maximaldruck von 3000 bar bestuckt war. @wgiligen in Punkt 3.2.7 beschriebenen
Probenldsungen wurden in einer fur die Hochdrud&zahgefertigten Quarzkivette mit einem
Volumen von 1 mL pipettiert und in einer Kivettehbaung fixiert. Zur Trennung der
Probenlésung vom Druckmedium wurden die Quarzkéwuattithilfe einer druckibertragenden
Dura SealFolie und einem O-Ring jedes Mal so verschlossgass sichtlich keine Luftblasen
in der Probe vorhanden waren. Als Druckmedium wuEtbanol verwendet, um eine
Korrosion der Hochdruckzelle zu vermeiden und ibhemglebigkeit zu gewahrleisten. Eine
konstante Temperatur von 25 °C bei allen Messungemde durch ein Wasserbad
gewahrleistet. Die hohen hydrostatischen Driicke demr mittels einer handbetriebenen
Spindelpresse der Firma HiP (High Pressure Equipr@empany, Erie, Pennsylvania, USA),
welche einen Maximaldruck von ca. 4.1 kbar erzeuyann, generiert und Uber eine
Druckkapillare in die Hochdruckzelle transmittiedds Drucksensor wurde ein Manometer der
Firma Heise (Ashcroft Instruments GmbH, Baesweil&ermany), welche fir einen

Maximaldruck von 4 kbar ausgelegt ist, verwendeaciN jeder Druckerh6hung wurde eine
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Aquilibrierungszeit von mindestens 20 Minuten eiggiten. Die experimentellen Fehler
wurden aus replizierten Messungen und den Abwemdnider Kurvenanpassungen ermittelt.

3.4.2 Ablauf der Hochdruck-TIRF-Spektroskopie-Expeimente

Zur Messung des Adsorptionsgrads und des -volumens Punkt 3.2.7 beschriebenen Proben
wurde die in Punkt 2.3.4 beschriebene Gummimantciaetf ein Quarzprisma gelegt und per
Hand leicht auf das Substrat gepresst, so dasswasserdichtes Probenreservoir vorlag.
AnschlielRend wurde 1 mL einer Probenlésung vorgicint die Probenkammer pipettiert, so
dass ein konvexer Meniskus vorlag. Dabei war zelea, dass keine Luftblasen innerhalb der
Probenflussigkeit auftraten. Mit einem Quarzplatchvurde sandwichartig die Probenkammer
verschlossen und in die in Punkt 2.3.4 beschrielbéei@llhalterung fixiert und zugeschraubt.
Nach dem Befullen und dem Zusammenbau wurde dibeRkiivette in die Hochdruckzelle
gedriickt und mit Hilfe eines speziell angefertigi®erkzeugs durch vorsichtiges Rotieren so
justiert, dass die an der zur untersuchenden Qéamz reflektierte Strahlung aus dem daftr
vorgesehen Fenster austrat. Die mit Druckmediuniches in diesem Fall Wasser darstellte,
beflllte Hochdruckzelle wurde anschlieend mit deveren Schraube, an der die
Metallkapillare fixiert wurde, verschlossen. Hydiaissche Dricke wurden wie auch bei der
Hochdruck-Fluoreszenzspektroskopie (siehe PunkiBriithilfe einer Spindelpresse generiert
und Uber die Metallkapillare in die Probenkammansmittiert. Eine konstante Temperatur von
25 °C wurde mithilfe eines Wasserbads erreicht.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Aufbau und Aggregationsverhalten von Insulin in Polyelektrolyt-

Insulinmultischichten®*

4.1.1 Aufbau der Multischichten charakterisiert mit Hilfe der Rontgenreflektometrie

Die Schichtdicke von Polyelektrolyt-Protein-Multischten ist auf der einen Seite abhangig
von den Konzentrationen der Polyelektrolyt- bzwotBinldsung, auf der anderen Seite ist sie
abhangig von der lonenstérke in der Losung. Dieunkt 3.2.4.1 beschriebenen Multischichten
wurden hinsichtlich ihrer Schichtdicke, ihres Stémgendichteprofils und ihrer Rauigkeit
untersucht. Die Dauer jeder Messung betrug 40 min.

Tabelle 4.1.Abgeschiedene (Multi-)schicht auf unterschiedlithéafern.

unterl\s/lclzjr!?esglri]::ﬂ:r?gﬁs\f/afern Schichtdicked / A | Streulangendichtep/ A? | Rauigkeit o/ A
PDDA 31.91 7.69-16 22.125
PDDA-PSS 38.76 8.36-10 12
PDDA-PSS-Ins 53.88 9.40-16 5.127
PDDA-PSS-Ins-HA 42.92 9.39-16 14.164
PDDA-PSS-Ins-HA (Repr.) 42.27 8.92.10 6.14
PDDA-PSS-Ins-HA-Ins 59.56 1.31-19 7.092
PDDA-PSS-(Ins-HA), 90.91 1.26.1D 9.118
PDDA-PSS-(Ins-HA), 51.4 1.26.10 8.292

Die in Tabelle 4.1 dargestellten Adsorbate wurden Hiilfe der in Tabelle 3.1 aufgeflhrten
Lésungen unabhangig voneinander hergestellt. Zww&utung der Reflektivitadtskurven wurde
fir den Untergrund ein konstanter Wert fiir die Bleflitat von R(Q) = 1:10° abgeschatzt
(siehe Abbildung 4.1). Durch das Anpassen eindadaien Grenzflachenstrukturmodells an die
gemessenen Reflektivitdtsdaten konnten die Strgatidichten der Grenzflachenstrukturen
bestimmt werden. Alle Strukturparameter wurden deis Kurvenanpassungen ermittelt. Der
Aufbau der in Tabelle 4.1 dargestellten Schichtéolgte jeweils auf einem neuen sauberen Si-
Wafer. Es ist zu erkennen, dass nach dem drittesoationsschritt die Multischicht nicht
weiter wachst, so dass weitere Schichten nicht mehgewinschter Weise abgeschieden
werden konnten. Im Falle der Multischicht PDDA-P@G&-HA), liegt eine relativ geringe
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Schichtdicke von 51.4 A vor. Aufgrund der Abwesdhkien NaCl in der Insulinlésung ist ein
hier offensichtlich kontinuierlicher Aufbau einerulischicht nicht mdglich. Dieses Verhalten
ist vermutlich auf die verstarkte Coulomb- Repuisider bei pH 2.1 positiv geladenen
Insulinmolekile zurickzufihren.

Die Gegenwart von 0.1 M NacCl in der Insulinldsuroggs fur eine partielle Abschirmung von
intermolekularen  Coulomb-Wechselwirkungen. Weiterhiwurde der pH-Wert der
Insulinlésung von 2.1 auf 3 erhdht, so dass inggesaniger positive Ladungen vorliegen. Die
in der Tabelle 4.2 aufgefihrten Multischichten warrdnit den in der Tabelle 3.2 dargestellten
Ldsungen hergestellt. Stichprobenartig wurden Svalvafer mit jeweils drei Doppelschichten
(PDDA-PSS-(Ins-PS$%) untersucht.

Tabelle 4.2: Abgeschiedene Multischichten in Anwesenheit voi€N@.1 M) in der
Insulinlésung.

Multischichten auf unterschiedlichen | Schichtdicke | Streulangendichte| Rauigkeit
Si-Wafern d/A p | A? agl A
PDDA-PSS-(Ins-PSS) 125.93 9.39.10 9.188
PDDA-PSS-(Ins-PSS)(Reproduktion) 104.72 9.97-10 7.686

Es ist zu erkennen, dass die Schichtdicken derRivppelschichten bei 125.93 A bzw. 104.72
A liegen. Der Aufbau der Polyelektrolyt-Insulinmistthichten ist dementsprechend gut
reproduzierbar. Diese Werte repréasentieren einéRegen Adsorptionsgrad, im Vergleich zu
dem in Abwesenheit von NaCl bestimmten. Durch ggnie Coulomb-Repulsionen des
Insulins in Anwesenheit von 0.1 M NaCl ist aufgrugeringerer lateraler Wechselwirkungen
eine dichtere Packung der adsorbierten Molekulesamdit eine verstarkte Adsorption moglich.
Der Einfluss eines grofReren NaCl-Zusatzes in dailimésung auf den Adsorptionsgrad wurde
ebenfalls untersucht. Es wurde eine zu Tabelleadd&oge Multischicht hergestellt, jedoch mit
0.2 M NacCl in der Insulinlésung. Werden die in dabelle 4.2 dargestellten Schichtdicken der
Multischicht PDDA-PSS-(Ins-PSSnit denen in der Tabelle 4.3 verglichen, so istn&ei
signifikante Anderung zu erkennen. Eine ErhéhunghiCl Konzentration von 0.1 auf 0.2 M
bewirkt also keine Anderung in der Schichtdicke.cAun diesem Fall zeigt sich eine hohe
Reproduzierbarkeit fur den Aufbau einer Polyelektrinsulinmultischicht. Far die
Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HA)resultiert unter diesen Bedingungen eine Schickédion
130.55 A, was einen wesentlich groReren Wert dérats fiir die in der Tabelle 4.1 genannten

Multischicht, die ohne NaCl-Zusatz prapariert wurde
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Tabelle 4.3:Nach weiterer Erh6hung der NaCl-Konzentration a@fM in der Insulinlésung
zeigt sich kein weiterer Anstieg der Schichtdicke.

Multischichten auf unterschiedlichen Schichtdicke | Streuléangendichte | Rauigkeit
Si-Wafern d/A ol A? gl A
PDDA-PSS-(Ins-PSS) 120.37 9.80-10 8.802
PDDA-PSS-(Ins-PSS)(Reproduktion) 101.32 1.03-10 13.105
PDDA-PSS-(Ins-HA), 130.55 1.20-10 39.236

Im Folgenden wurde die NaCl-Konzentration der Imddsung auf 0.05 M reduziert und die
Messdauer auf 13 Minuten verringert, um eventu@lteahlenschaden an der Probe zu
minimieren. Weiterhin wurde fur die Hyaluronsaueeltig ein pH-Wert von 4.5 eingestellt. In
Abbildung 4.1 sind alle Reflektivitdtskurven der Mschicht PDDA-PSS-(Ins-PSSh einem
Diagramm dargestellt. Deutlich zu erkennen sind Kiiessig-Oszillationen, welche aus der
Interferenz der an der obersten und der unterstemzBache der Multischicht reflektierten
Strahlen resultiert. Von der untersten bis zur sieer dargestellten Reflektivitatskurve ist der
sukzessive Aufbau der Multischicht gezeigt.

Abbildung 4.1. Reflektivitatskurven vom Aufbau der MultischichDBA-PSS-(Ins-PSSauf
Si. Von unten nach oben zeigen die Kurven die ssdizeadsorbierten Schichten. Die
Reflektivitatskurven sind zur besseren Ubersichvejis um einen Faktor 10 vertikal
verschoben.
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Zur besseren Ubersicht sind die Reflektivitatskorwertikal jeweils um einen Faktor 10
verschoben. Die Punkte stellen die gemessenen Datdndie durchgezogenen Linien die
berechneten Reflektivitatskurven dar. Praparientdewdie Multischicht mit den in der Tabelle
3.5 angegebenen Lésungen. Mit wachsender Schigktdst eine deutliche Verkleinerung der
Abstande zwischen den Reflektivitatsminima zu enlegn Der Abstand zweier MinimeQ ist
proportional zur reziproken Schichtdicked1Der sukzessive Aufbau der Multischicht PDDA-
PSS-(Ins-PSg)auf einem Si-Wafer zeigt einen kontinuierlichensfieg der Schichtdicke bis
zu einem Wert von 207 A (siehe Tabelle 4.4). Naeh Erhitzung der Multischicht auf eine
Temperatur von 70 °C fur eine Dauer von einen&guist zu erkennen, dass die Schichtdicke
auf einen Wert von 156 A abféllt (siehe Tabelle létdte Zeile). Das entspricht einer Abnahme
von ca. -25 %. Durch das Erhitzen der Probe weatsorbierte Molekile dichter gepackt,

wobei leichte Konformationsanderungen der Insulitekide erfolgen

Tabelle 4.4.Kontinuierlicher Anstieg der Schichtdicke einer IMschicht aus Insulin und PSS.

Aufbau einer Multischicht auf Schichtdicke | Streulangendichte| Rauigkeit
einem Si-Wafer d/A ol A? ol A
PDDA 24.92 1.23-10 6.463
PDDA-PSS 31 1.16-10 6.211
PDDA-PSS-Ins 59.3 9.30-10 6.2
PDDA-PSS-Ins-PSS 70.13 9.81-16 7.874
PDDA-PSS-Ins-PSS-Ins 103.44 9.39-10 10.65
PDDA-PSS-(Ins-PSS) 113.19 8.11-10 9.462
PDDA-PSS-(Ins-PSS)Ins 143.62 9.3-16 16.0
PDDA-PSS-(Ins-PSS) 154.79 8.41-10 14.119
PDDA-PSS-(Ins-PSS}Ins 201.94 9.5.10 21.3
PDDA-PSS-(Ins-PSS) 207.32 8.70-10 22.4
PDDA-PSS-(Ins-PSS)nach Erhitzen 155.79 8.05- 10 23.667

In Abbildung 4.2 sind die Schichtdicken der sukressifgebauten Multischicht als Funktion
der Anzahl der adsorbierten Schichten dargestedltist ein linearer Anstieg der Schichtdicke
zu erkennen. Die Schichtdicke steigt nach jedemoAst®nsschritt, bei welchem Insulin
abgeschieden wurde, signifikant starker an als #er Abscheidung von PSS. Fir
abgeschiedenes Insulin steigt die Schichtdicke an8@ — 40 A an, was im Bereich der GroRe

eines Insulinmolekiils (40 x 20 x 1G)iegt.
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Abbildung 4.2. Der Aufbau der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-P3®)eist ein lineares
Wachstum mit der Anzahl der abgeschiedenen Schichie

Weiterhin besitzt Insulin eine berechnete Nettofapguon +5 bei einem pH-Wert von 3, bei
dem es adsorbiert wurde. Demnach kann ein einzdhmdinmolekul 5 negativ geladene
monomere Einheiten von PSS kompensieren.

Analoge Messungen wurden fur die Multischicht PDB8&S-(Ins-HA) durchgefuhrt (siehe
Tabelle 4.5). In Abbildung 4.3 sind die Reflektatgkurven fir den Aufbau der Multischicht
dargestellt. Aufgebaut wurde die Multischicht méndin der Tabelle 3.5 angegeben Lésungen.
Der sukzessive Aufbau der Multischicht weist aunhdiesem Fall einen kontinuierlichen
Anstieg der Schichtdicke bis zu einem Wert von £8auf. Nach dem einstiindigen Erhitzen
auf eine Temperatur von 70 °C liegt die Schichtditiei einem Wert von 112 A, was einem
Absinken von etwa -37.8 % entspricht (siehe Tabglteletzte Zeile). Diese Abnahme ist im
Gegensatz zur Multischicht mit PSS deutlich holers vermutlich mit der relativen flexiblen
und wasserbindenden Struktur der HA zusammenh@edithe durch das Erhitzen dichter wird
und kondensiert. In Abbildung 4.4 ist die Schicbkei als Funktion der Anzahl der adsorbierten

Schichten dargestellt. Auch in diesem Fall zeigh sin lineares Wachstum der Schichtdicke.
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Abbildung 4.3. Reflektivitatskurven vom Aufbau der MultischichDBA-PSS-(Ins-HA) auf
Si. Von unten nach oben zeigen die Kurven die ssdizeadsorbierten Schichten. Die
Reflektivitatskurven sind zur besseren Ubersichvejis um einen Faktor 10 vertikal
verschoben.

Tabelle 4.5.Kontinuierlicher Anstieg der Schichtdicke einer Kisthicht aus Insulin und
Hyaluronsaure.

Aufbau einer Multischicht auf Schichtdicke | Streulangendichte| Rauigkeit
einem Si-Wafer d/A ol A? ol A
PDDA 27.69 9.68-10 7.36
PDDA-PSS 31.17 9.1-16 5.44
PDDA-PSS-Ins 62.74 9.41-16 5.52
PDDA-PSS-Ins-HA 79.65 9.24-16 13.001
PDDA-PSS-Ins-HA-Ins 92.85 8.90-16 12.636
PDDA-PSS-(Ins-HA), 106.45 9.91-10 17.484
PDDA-PSS-(Ins-HA)-Ins 141.33 9.67-10 23.749
PDDA-PSS-(Ins-HA) 154.04 9.56- 10 26.649
PDDA-PSS-(Ins-HA)-Ins 165.77 9.96- 10 30.224
PDDA-PSS-(Ins-HA), 180.74 9.24-10 35.367
PDDA-PSS-(Ins-HA), nach Erhitzen 112.26 1.06- 10 39.121

Die Daten der Multischichten PDDA-PSS-(Ins-PS6)d PDDA-PSS-(Ins-HA)sind relativ

ahnlich. Der Unterschied zwischen den Schichtdicken Insulin und Hyaluronsaure ist
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deutlich weniger ausgepragt im Vergleich zu PSS lasdlin. Die Rauigkeit der Multischicht,
welche mit Hyaluronsaure aufgebaut wurde, ist dgutrol3er.

200-

150- ®

1004 ¢

Schichtdicke / A

50

O ! ! ! ! ! ! ! !
0 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10

Anzahl der adsorbierten Schichten

Abbildung 4.4. Der Aufbau der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HAveist ein lineares
Wachstum mit der Anzahl der abgeschiedenen Schichie

Diese beiden strukturellen Merkmale konnen mithilder molekularen Struktur von
Hyaluronsaure erklart werden. Pro dimere Einheiin vyaluronsaure liegt nur eine
Carboxylgruppe vor, woraus im Vergleich zu PSS ajeengere Ladungsdichte resultiert.
Weiterhin liegt Hyaluronsaure stark hydratisierfgaund der vielen polaren Gruppen vor und
weist eine hohe konformelle Flexibilitat auf. Dies®lekularen Eigenschaften kdnnten zu
einem fluideren Verhalten der Hyaluronsaureschicfii@ren.

Anhand der Tabelle 4.6 ist zu erkennen, dass nawobme einstiindigen Erhitzen die
Schichtdicke, der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-PS8m -23 % abnimmt, was in Uberein-
stimmung mit der Abnahme der Schichtdicke der Matiicht aus Tabelle 4.4 steht. Nach
weiterem Erhitzen fur eine Dauer von bis zu jew@&ilStunden ist zu erkennen, dass keine

weitere Anderung in der Schichtdicke mehr erfolgt.
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Tabelle 4.6. Die Multischicht PDDA-PSS-(Ins-PSsauf Silicium wurde fur 3 h auf 70°C
erhitzt, wobei nach jeder Stunde die SchichtdiakeRmaumtemperatur bestimmt wurde.

I Schichtdicke | Streulangendichte| Rauigkeit
Multischicht d/A ol A2 ol A
PDDA-PSS-(Ins-PSS)bei Raumtemperatur 144.6 1.04-18 15.574
PDDA-PSS-(Ins-PSS)nach 1 h Erhitzen auf 70°C 112.36 1.14-10 18.609
PDDA-PSS-(Ins-PSS)nach 2 h Erhitzen auf 70°C 115.36 1.13-10 23.35
PDDA-PSS-(Ins-PSS)nach 3 h Erhitzen auf 70°C 115.53 1.04-10 20.516

4.1.2 Struktur und Dynamik von Insulin in Multischi chten charakterisiert

mit Hilfe der TIRF-Spektroskopie

4.1.2.1 Aufbau einer Polyelektrolyt-Insulinmultischicht in situ

Der Aufbau der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-P$&dnnte mittels der TIRF-Spektroskopie

ebenfalls qualitativ verfolgt werden. Man beobatlier einen Intensitatsanstieg nach jeder

abgeschiedenen Insulinschicht. Um eine keimindtezifggregation zu untersuchen, wurden

nach jeder adsorbierten Insulinschicht zusatziidulinkeime hinzugegeben. In Abbildung 4.5

ist im Allgemeinen zu erkennen, dass die Fluoreamgensitat des ThTs mit jeder adsorbierten

Insulinschicht nahezu linear ansteigt. Durch digahe der Insulinkeime ist ein sehr geringer

weiterer Anstieg zu erkennen. Eine keiminduzierggw®egation ist jedoch nicht zu erkennen, da

die Intensitat hierfir einen viel starkeren Anstiegweisen muisste.
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Abbildung 4.5. Aufbau der Insulinmultischicht PDDA-PSS-(Ins-P§®ei welcher nach jeder
adsorbierten Insulinschicht eine Insulinkeimlésuiig eine 15 minitige Inkubationszeit zur
Probe gegeben wurde. Eine keiminduzierte Fibrillenipng l&sst sich spektroskopisch nicht
eindeutig nachweisen, da die Intensitat nur imtielgeringen MalRe ansteigt}:(Zugabe von
Insulinkeimen,|: Zugabe von PSS|: Zugabe von ThT}: Zugabe von Insulin)

Der Aufbau einer Insulinmultischiclm situ mit Hyaluronsaure statt PSS als Polyanion wurde
in gleicher Weise wie in Abbildung 4.5 durchgefiihAuch in diesem Fall wurde die
Multischicht PDDA-PSS-Ins auf Quarzglas adsorbiert anschliel3end die Fluoreszenz von
ThT detektiert. Alle weiteren Schritte verlaufenaboy wie in Abbildung 4.5. Es wurde die
Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HA) hergestellt. In Abbildung 4.6 zeigt sich nicht wie
Abbildung 4.5 ein linearer Anstieg der Fluoreszatemsitat, sondern eine nahezu konstante
Emission des ThTs bei einer Wellenlange von 482eihwachsender Schichtdicke. In diesem
Fall kann der Aufbau der Multischicht nicht fluozeszspektroskopisch verfolgt werden.
Damit ein Anstieg der TIRF-Intensitat des ThT m#achsender Multischicht beobachtet wird,
muss die Zahl der ThT-Molekile an der Grenzfladeggen. Mdglicherweise wird dies durch

den hydrophilen Charakter der Hyaluronséure vesrind
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Abbildung 4.6. Aufbau der Insulinmultischicht PDDA-PSS-(Ins-HAbei welcher nach jeder
adsorbierten Insulinschicht eine Insulinkeimlosuiig eine 15minltige Inkubationszeit zur
Probe gegeben wurde. Eine keiminduzierte Fibrillenipng l&sst sich spektroskopisch nicht
nachweisen, da die Intensitat nicht ansteigit. Zugabe von Insulinkeimen,: Zugabe von
Hyaluronsaure]: Zugabe von ThTj}: Zugabe von Insulin)

Auch nach der Zugabe von Insulinkeimen zu den jeyesi adsorbierten Insulinschichten zeigt
sich kein Anstieg der Fluoreszenz. Direkt im Ansslkl an den Aufbau der Multischicht
PDDA-PSS-(Ins-HA9 aus Abbildung 4.6 wurde die Fluoreszenzintensigd @hTs fur eine

weitere Dauer von 19 Stunden bei einer Temperatur 25 °C verfolgt. Wie anhand der
Abbildung 4.7 zu sehen ist, bleibt die Intensitéf @inem relativ konstanten Wert. Die

vermehrte Ausbildung fibrillarer Strukturen desuinss bleibt offenbar aus.
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Abbildung 4.7. Nach dem Aufbau der Insulinmultischicht PDDA-P3$%{HA); aus
Abbildung 4.6 wurde eine 19 stiindige Messung beisktanter Raumtemperatur durchgefihrt.
Es ist zu erkennen, dass keine signifikanten Anuggn in der Fluoreszenzintensitat auftreten.
Es erfolgt dementsprechend keine Anderung der ®trukles in den Multischichten
eingebetteten Insulins.

4.1.2.2 Temperatur- und keiminduzierte Aggregatiorvon Insulin in Multischichten

Die Aggregation des in Multischichten eingebettetasulins wurde mit Hilfe der TIRF-
Spektroskopie hinsichtlich einer Temperaturerhn6hanfy70°C lber einen Zeitraum mehrerer
Stunden untersucht. Die Praparation der MultiscHiRIDDA-PSS-(Ins-PSSwurde nach Punkt
3.2.4.3 durchgefuhrt. Es wurde die Fluoreszenz Moioflavin T bei 482 nm gemessen (siehe
Punkt 3.2.4.4). Die Anregung erfolgte bei 450 nmach 30 min Messzeit wurde die
Temperatur der Probe innerhalb von etwa 1 min &uf°@ erhoht. Hierdurch sank die

Fluoreszenzintensitat erwartungsgemal ab (siehédaibly 4.8)
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Abbildung 4.8. TIRF-Intensitdt von Thioflavin T, das zur Losundpeii der Multischicht
PDDA-PSS-(Ins-PSg)mit einer Konzentration voo(ThT) = 4 pg/mL und einem 0.1 M NaCl-
Zusatz bei pH = 2.1gegeben wurde. Eine Temperdbineing von 25°C auf 70°C nach 30 min
Messdauer wurde mittels eines vorgeheizten Wasserlorchgefuhrt. Eine temperatur-
induzierte Aggregation des Insulins erfolgt offentiber einem Zeitraum von 9 h nicht.

In Abbildung 4.8 ist zu erkennen, dass in einemirZem von 9 Stunden bei 70 °C keine
Aggregation des eingebetteten Insulins erfolgtdi@alntensitat des ThTs auf einem konstanten
Niveau bleibt. Im Falle einer Aggregation sollte dimissionsintensitat stark ansteigen, da sich
das ThT incross$-Strukturen einlagert und damit dessen Rotationsahyk eingeschrankt
werden sollte. Weitere Messungen, bei denen die&anation des NaCl-Zusatzes in der ThT-
Losung variiert wurde, sind im Anhang (Abbildundgl 7= 7.4) aufgefuhrt und weisen das
gleiche Verhalten auf. Bei den jeweiligen Messungen0.2, 0.3, 0.4 und 0.5 M NaCl-Zusatz
bleibt die Fluoreszenzintensitat ebenfalls konstdritsprechende Messungen wurden mit
Hyaluronsaure statt mit PSS zum Aufbau der Muligdien durchgefuhrt, jedoch wurde die
ThT-Konzentration auf 2.5 mg/L reduziert. In Abhilty 4.9 zeigt sich fur die Multischicht
PDDA-PSS-(Ins-HA) in Gegenwart von 0.3 M NaCl und ThT ebenfalls kéinstieg der
Fluoreszenzintensitat von ThT bei 70 °C. Mit fohisstender Zeit sinkt die Fluoreszenz-

intensitat sogar weiter ab.
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Abbildung 4.9. TIRF-Intensitat von Thioflavin T, das zur Losundpeii der Multischicht
PDDA-PSS-(Ins-HAY mit einer Konzentration voaThT) = 4 ug/mL und einem 0.3 M NaCl-
Zusatz bei pH = 2.1 gegeben wurde. Die Messundgtefbei einer Temperatur von 70 °C.

Die Abnahme der Intensitat ist vermutlich auf Feerenzldschung bei erhdhter Temperatur
zurlickzufiihren. Es wurden dementsprechend kernssf-Strukturen gebildet. Auch nach
Erhéhung der NaCl-Konzentration auf 0.5 M erfolgeine Aggregation des in den
Multischichten eingebetteten Insulins (siehe Anhahigbildung 7.5). Die Intensitat der
Fluoreszenz des ThTs sinkt auch hier mit forts¢éneier Messzeit.

Wie bereits in Kapitel 1.3 erwéhnt, kann die Augdbilg von Amyloidfibrillen auf3er durch
hohe Temperaturen auch durch die Zugabe von Ankaaicen zu nativ gefaltetem Insulin bei
Raumtemperatur induziert werd&im Folgenden wurden die in Kapitel 3.2.4.5 besdieren
Insulinkeime zur ThT-LOsung hinzugegeben, welch@nda die Probenkammer mit der
Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HA)eingefiihrt wurde. Die LOsung hatte eine Konzeiunavon
2.5 pg/mL, einen NaCl-Zusatz von 0.1 M, einen pk 20l und einen Insulinkeimzusatz von
0.2 mg/mL. Verfolgt wurde die Emission bei einer W&@ange von 482 nm. Die Messung

erfolgte bei einer Temperatur von 25°C.
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Nach der Zugabe der Insulinkeimlésung ist zu erkennass bei einer konstanten Temperatur
die Fluoreszenzintensitat mit voranschreitendet &ei wenig sinkt (siehe Abbildung 4.10). Es

erfolgte dementsprechend keine keiminduzierte Agafien des eingebetteten Insulins.
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Abbildung 4.10. TIRF-Intensitat von Thioflavin T, das sich in déodsung Uber der
Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HA) mit einer Konzentration vog(ThT) = 4 pg/mL, einem
0.5 M NaCl-Zusatz und einem Insulinkeimzusatz w@msulinkeime) = 0.2 mg/mL von bei
pH = 2.1 befand. Die Temperatur betrug Uber dieugs Messdauer 25 °C. Es erfolgt offenbar
keine keiminduzierte Aggregation des eingebettétsulins.

Auch nach einer Erhdhung des NaCl-Zusatzes vonaQf10.5 M erfolgt unter ansonsten
gleichen Bedingungen kein Anstieg der Fluoreszaamsitidt (siehe Anhang 7.6).
Zusammenfassend lasst sich somit feststellen,vdedsr durch eine Temperaturerhhung noch
durch eine Keimzugabe eine Fibrillenbildung von ulitg das in den Polyelektrolyt-
Multischichten PDDA-PSS-(Ins-PSSund PDDA-PSS-(Ins-HA) eingebettet ist, induziert
werden kann. Offenbar sind die Insulin-Molekule d@iesen Multischichten in ihrer
Bewegungsfreiheit zu stark eingeschréankt. Daheremrauch Multischichten untersucht, in

denen Insulin die oberste (auf3ere) Schicht bildet.
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Im Falle der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-PS®)s ist nach der Entfernung der ThT-Losung
und anschlielBender Zugabe der InsulinkeimlosundienProbenkammer eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat zu erkennen (siehe Abbild&u®). Nach einer Inkubationszeit von 40

Minuten und mehreren Waschschritten, wie in Punkt435 beschrieben, ist nach der Zugabe
der ThT-Lésung in die Probekammer ein starker Asgstder Fluoreszenzintensitat zu

beobachten (siehe Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11. Bis zur 40. min wird die Fluoreszenz von Thioflavi in Anwesenheit der
Multischicht PDDA-PSS-(Ins-PS&)hs gemessen. AnschlieRend erfolgt nach mehreren
Waschschritten die Zugabe von Insulinkeimen mieeikonzentration vor(lnsulinkeime) =

0.1 mg/mL bei pH 2.1 und einem 0.1 M NaCl-Zusatz Xultischicht. Nach einer 40
minutigen Inkubationszeit erfolgt die Zugabe eifieschen ThT-Losung. Die Fluoreszenz-
intensitat ist jetzt um den Faktor 2.3 grof3er.

Der Faktor des Fluoreszenzanstiegs des ThTs vonacidl der Zugabe der Insulinkeime betragt
in etwa 2.3. Der Anstieg kdnnte aus der Bildunggan fibrillarer Strukturen hervorgehen,
welche durch die Zugabe der Insulinkeime an derstbe Schicht des Adsorbats entstanden
sind. Nach dem Anstieg der Fluoreszenz wurde diesMieg fiir weitere 15 Stunden verfolgt,
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um eventuelle Intensitdtsanderungen zu beobachktezeigt sich jedoch im weiteren Verlauf

keine Anderung der Struktur des adsorbierten Insuli

Die Blindprobe, bei der die Doppelschicht PDDA-RP&6 Quarzglas adsorbiert wurde, zeigt
nach der Zugabe der ThT-Lésung eine Fluoreszemaiédé von ca. 1600 (a.u.) bei einer
Wellenldnge von 482 nm fur eine Dauer von 105 reiehe Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12. Zur Doppelschicht PDDA-PSS wurde eine ThT-LOsungt rainer
Konzentration vorc(Insulinkeime) = 0.1 mg/mL bei pH 2.1 und einem ®11NaCl-Zusatz
gegeben und die Fluoreszenz gemessen. Nach eingsdi&leer von 100 min wurde nach
mehreren Waschschritten mit Salzsaure (pH 2.1) émsalinkeimldsung zur Probenzelle
gegeben und fur eine Dauer von 25 min inkubiertciNainem weiteren Waschschritt wurde
wieder die ThT-LOsung in die Zelle gefiillt.

Nach der Zugabe der Insulinkeime zur Doppelschsahitt die Fluoreszenzintensitat, da kein
ThT vorliegt. Nach einer 25mintigen Inkubationszeerden die Insulinkeime ausgespult und
eine ThT-L6sung zugegeben. Es zeigt sich ein Agstex Fluoreszenz auf einen Wert um 2300
cps. Der Faktor des Anstiegs vor und nach der Zmgaer Insulinkeime betragt
dementsprechend etwa 1.4. Es ist zu erwahnen, di@sDoppelschicht eine attraktive
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elektrostatische Wechselwirkung mit den positiv agehen Insulinkeimen unter diesen
Bedingungen ausbildet. Eine Reproduktion der Megsigh im Anhang in Abbildung 7.7
dargestellt. Der Faktor der Intensitatszunahmeuvar nach der Insulinkeimzugabe betréagt dort
etwa 1.7. Damit zeigen die Blindproben einen klenelntensitatsanstieg des ThTs nach
Inkubation mit Insulinkeimen. Der gemessene Anstiggnn zudem auf attraktive
Wechselwirkungen zwischen den Insulinkeimen und RBI3S zuriickgefihrt werden, welche
bei der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-P$3i0is nicht auftreten.

4.1.2.3 Untersuchung der Dynamik von Insulin in Mulischichten mit Hilfe der statischen
TIRF-Anisotropie

Die statische TIRF-Anisotropie von Insulin, das Aliéxa Fluor 488 markiert wurde und in der
Multischicht PDDA-PSS-(Ingxa-PSS) eingebettet ist, wurde, wie in Kapitel 3.2.4.7
beschrieben, gemessen. Es zeigt sich, dass béiteiner Temperatur von 20 °C ein
Anisotropiewert von car ~ 0.36 vorliegt, was bedeutet, dass die Insulinmdkkn der

Multischicht eine relativ eingeschrankte Beweglielhkaufweisen (siehe Abbildung 4.13). Bei
noch hoheren Temperaturen steigt der Wertranf0.4 an. Bei hohen Temperaturen ist die
Rotationsdynamik des Insulins noch starker eing@sdi, was mit den Ergebnissen der
Rontgenreflektometriedaten aus Tabelle 4.6 Ubdrmging. Durch erhdhte Temperaturen
werden die Multischichten kompakter und adsorbieM®lekile in ihrer Flexibilitat

einschrankt. Damit wird die Rotationsdynamik eb#sfaingeschrankt. Allerdings liegt ein

Anisotropieanstieg von 0.36 auf 0.4 im Bereich egserimentellen Fehlers.
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Abbildung 4.13. Statische Anisotropie von Alexa Fluor 488, welchasvalent an in
Multischichten eingebettetes Insulin gebunden k. wurde die Multischicht PDDA-PSS-

(Insaiexa-PSS) auf einer Quarzglasplatte adsorbiert. Bei geringemperaturen besitzt die
Anisotropie einen Wert von 0.36 und steigt mit éried® Temperatur auf einen Wert von 0.4.

Es wurde eine Reproduktionsmessung (siehe Anharpilding 7.8) mit der gleichen
Multischicht durchgefiihrt. Die Anisotropiewerteden hier bei einem hohen Wert vor 0.36

Uber den gesamten Temperaturbereich.

4.1.2.4 Untersuchung der Dynamik von Insulin in Mulischichten mit Hilfe der

zeitaufgeldsten TIRF-Anisotropie

Fir Alexa Fluor 488, welches an Insulin in der Nadhicht PDDA-PSS-(IngxaPSS)
gebunden vorliegt, ergeben sich die in der Tabglfedargestellten Fluoreszenzlebenszeiten,
welche sich aus den Kurvenanpassungen fir die Rbharsehiebung und die Modulation
ergeben. FUr die Anpassung wurde fur das Streubaind Fluoreszenzlebenszeit= 0 ns
festgelegt und eine zweite Fluoreszenzlebenszeiriiert, wobei die fraktionelle Intensitét

fur o mit einem relativ hohen Wert fixiert wurde.
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Tabelle 4.7. Ermittelte Lebenszeiten des Fluorophors Alexa Fl4&8, welches an in
Multischichten eingebetteten Insulinmolekilen kevél gebunden ist. Der Markierungsgrad
betragt 1:50. Mit steigender Temperatur sinkt débenszeit, von Alexa Fluor 488.

T/°C 7/ ns ﬂambn@b o/ ns ﬂambn@b
Intensitét f, 2 Intensitat f,

20 | O |fixiert| 0.254 +410” | 1.58 + 110° | 0.673 fixiert
30 | O |fixiert| 0.168 +410% | 1.49 + 810" | 0.745 fixiert
40 0 |fixiert | 0.269 +210° | 1.17 +810° | 0.633| fixiert
50 0 |fixiert| 0.413 +310° | 1.05+710° | 0.5 | fixiert
60 | O [fixiert| 0.379+410° | 0.85 + 710° | 0.466) fixiert

Es ist zu erkennen, dass die Fluoreszenzlebenszdies Alexa Fluor 488 im Temperatur-
bereich von 20 — 60 °C von ca. 1.6 ns auf einentWaer 0.9 ns abféllt (siehe Abbildung 4.14).
Die relativ geringen Werte flr, gehen sowohl eventuell aus dem relativ hohen
Markierungsgrad und einem dadurch resultierendesof@nzenergietransfer zwischen den

Fluorophormolekilen hervor.
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Abbildung 4.14. Fluoreszenzlebensdauer von Alexa Fluor 488, wsliclam das in
Multischichten eingebettete Insulin kovalent gebemast.

Im Falle des Insulins mit einem geringeren Markimgiggrad vorl = 1:300 wurden die in der

Tabelle 4.8 aufgeflhrten Fluoreszenzlebenszeitaittett.
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Tabelle 4.8. Ermittelte Lebenszeiten des Fluorophors Alexa Fl4&8, welches an in
Multischichten eingebetteten Insulinmolekilen kevél gebunden ist. Der Markierungsgrad
betragt 1:300. Mit steigender Temperatur verklict die Lebenszeit, von Alexa Fluor 488.

T/°C

fraktionelle fraktionelle

7/ ns Intensitat f, ./ ns Intensitat f,

20

fixiert | 4.3610°+ 410% | 2.56 +510° | 1 | fixiert

30

fixiert| 0.00387 + 8.0 | 2.63 + 810° |0.996| fixiert

40

fixiert | 0.01446 + 610* | 2.44 +510° |0.986 fixiert

50

fixiert| 0.0444 +610° | 2.24 +510° |0.956 fixiert

60

oO|O0|0|o|o

fixiert | 0.043 + 110° 1.8 +610° |0.957 fixiert

In Abbildung 4.15 ist die Fluoreszenzlebenszgiton Alexa Fluor 488, gebunden an Insulin,

als Funktion der Temperatur aufgetragen. Die Wenbel deutlich héher im Vergleich zu

denjenigen Messungen mit einem hdheren Markieruagsgonl = 1:50. Auch in diesem Fall

ist zu erkennen, dass Uber den gesamten Temperadiatp die Lebenszeit sinkt. Bei einem

Markierungsgrad von 1:300 liegt zwischen zwei ad®rten Fluorophormolekilen im Mittel

ein berechneter Abstand von ca. 50 nm vor, so Hasgs Resonanzenergietransfer erfolgen

sollte.

0.0

20 30 40 50 60
T/°C

Abbildung 4.15. Fluoreszenzlebensdauer von Alexa Fluor 488, wsliclam das in
Multischichten eingebettete Insulin kovalent gelemabst.
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4.1 Aufbau und Aggregationsverhalten von InsutifPdlyelektrolytmultischichten

Die Lebenszeitr, von Alexa Fluor 488, welches an Insulin gebunddn skt Uber einen
Temperaturbereich von 20 bis 60 °C von ca. 2.6uismen Wert von 1.8 ns. In Losung hat
Alexa Fluor 488 eine Lebenszeit von 4.1 ns bei reiqeH-Wert von 7% Fiir adsorbiertes
Insulin liegt eine geringere Lebenszeit als in lagwor, moglicherweise aufgrund einer
partiellen Entfaltung der Proteinmolekile im ZugesdAdsorptionsprozesses vor. Dieses
Verhalten wurde bereits im Falle von Lysozym an SieWasser-Grenzflache beobacHf&t:®’
Die Rotationskorrelationszeiten konnten leider hiobstimmt werden, da die zeitaufgelosten
Anisotropiedaten aufgrund der hohen Lichtstreuung des sehr geringen Signal-Rausch-

Verhaltnisses nicht gemessen werden konnten.

4.1.2.5 Stabilitat der Multischichten charakterisiet mit Hilfe der TIRF-Spektroskopie

Die thermische Stabilitat der Multischicht PDDA-R8&s-PSSjauf einem Quarzglasplattchen
wurde auch mithilfe der TIRF-Spektroskopie unterguc

300004 bei 20 °C
bei 70 °C
bei 35 °C nach Erhitzen
250004 bei 20 °C nach Erhitzen
:'é
‘\U 200004
b
‘v 150004
c
9
= 100004
5000+
0 v T v T v T v 1 v !
460 480 500 520 540 560

Al nm

Abbildung 4.16. Die Stabilitdt der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-P$®&urde nach Erhéhung
der Temperatur auf 70°C und anschlieRendem Abkualgr20 °C untersucht. Die Intensitat
des ThTs steigt nach dem Abkihlen wieder starkeenejcht jedoch nicht den urspringlichen
Wert.
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4. Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 4.16 sind die Fluoreszenzspektren Vbit, das zur wassrigen Losung uber der
Multischicht gegeben wurde, im Wellenlangenbereich 470 bis 550 nm dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass die Emission des ThTs bei einer &ty auf 70°C stark abnimmt,

anschlieBend nach Abkuhlen wieder ansteigt untdhesn urspringlichen Wert erreicht. Diese
Messung zeigt qualitativ, dass sich die Polyelditrimsulinmultischicht bei erhdhten

Temperaturen nicht ablést. Die urspriingliche Flapeazintensitat wird allerdings nicht nach
dem Abkihlen auf 20 °C erreicht, was an einer kanédlen Anderung der adsorbierten

Molekdle liegen kdnnte.

4.1.3 ATR-FTIR-Messungen zur Sekundarstrukturanalyg von Polyelektrolyt-Insulin-

multischichten

4.1.3.1 Beitrag der IR-Absorption von PDDA, PSS undHA zur Amid-I'-Bande

06:
051
0.41
Q3:
Q2:
0.11

0.04

-0.1

1700 1680 1660 1640 1620 1600
v/ cm'

Abbildung 4.17. Ausgewahlte ATR-FTIR-Spektren der Multischicht (PBPSS). Es zeigen
sich nach einer Messdauer von 10 Stunden keineréingen im Bereich der Amid-I'-Bande.
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4.1 Aufbau und Aggregationsverhalten von InsutifPdlyelektrolytmultischichten

Zur Untersuchung der Absorptionsintensitaten dewgadeten Polyelektrolyte sowie deren
zeitliche Veranderung der Spektren bei 25 °C wudide Polyelektrolytmultischicht (PDDA-
PSS) auf Si abgeschieden und Absorptionsspektren deerBdts in DCI bei pD 2.1 lber eine
Dauer von 10 h aufgenommen. In Abbildung 4.17 &ttlich zu erkennen, dass keine zeitliche
Veranderung der Spektren erfolgt. Eine relativ halbsorption ist bei einer Wellenzahl von
1600 cnt* zu sehen, welche auf die aromatische StruktuP&Ss zuriickzufiihren ist.

Die FTIR-Absorptionsspektren von PDDA, PSS und Hg@hsdure mit den jeweiligen
Konzentrationen vor = 50 mg/mL, jeweils mit und ohne 0.5 M NaCl-Zusatzirden wie in
Punkt 3.2.9 beschrieben in Transmission aufgezeichidie DO-Untergrundspektren wurden
anschlieBend von den gemessenen Polyelektrolyf@imusspekiren subtrahiert. Die
Absorption von PDDA ist in Abbildung 4.18 mit unchree NaCl im Wellzahlbereich von
1400 — 1700 cidargestellt.

—— PDDA 50 mg/mL
—— PDDA; 0.5 M NaCl

0.54
0.4+
< 0.31

0.2

0.14

OO v T v T v T v T v T v T v T '
1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400
v/ cm'
Abbildung 4.18. IR-Absorption von PDDA = 50 mg/mL) mit und ohne 0.5 M NaCl-Zusatz.

Abgebildet ist der Wellenzahlbereich von 1400-1¢60" zur Veranschaulichung der relativen
Intensitdten zum Vergleich zur Amid-I'-Bande.

Im Bereich von 1400 — 1500 ¢hmist eine deutliche Absorptionsbande zu erkennen,

wohingegen im Bereich der Amid-I' Bande eine relajeringe Intensitat vorliegt. Da es sich
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4. Ergebnisse und Diskussion

jedoch um eine sehr hohe Konzentration handelttesdie Absorption der Polyelektrolyte in
Polyelektrolyt-Insulinmultischichten nur einen sef@ringen Beitrag liefern. In Abbildung 4.19
weisen die beiden Spektren mit bzw. ohne NaCl-Zzugaterschiedliche Absorptionswerte auf,
welche durch nicht exakte Einwaagen hervorgeruferden kénnen. Wichtig in diesem Fall
ist, dass keine signifikante Absorption gegenuleerjeweiligen Basislinien auftritt. Das zeigt
ebenfalls, dass aus der NaCl-Zugabe keine Auswglaut die Form von Amid-I'-Banden zu

erwarten sind.

0.20-
— PDDA 50 mg/mL
—— PDDA; 0.5 M NaCl
0.18-
0.164
< 0.14-

0.124 —_— T~

0.104

1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600
v/ cm'

0.08

Abbildung 4.19. IR-Absorption von PDDA = 50 mg/mL) mit und ohne 0.5 M NaCl-Zusatz.
Abgebildet ist der Bereich der Amid-I'-Bande. Esdi bei solch hohen Konzentrationen eine
relativ geringe Absorption vor, welche in Polyelekyt-Insulin-Multischichten kaum einen
Beitrag liefert.

In Abbildung 4.20 sind die Absorptionsspektren \lyaluronsaure bzw. PSS mit bzw. ohne
NaCl-Zusatz im Bereich der Amid-I'-Bande dargestelm Falle von PSS weisen beide
Spektren die gleiche Form auf und besitzen einéhgehAbsorption bei einer Wellenzahl um
1600 cnt, was auf die aromatische Ringstruktur des Stystée zuriickgefiihrt werden kann.
Auch in diesem Fall weisen die Spektren untersdicieel Intensitdten aufgrund von nicht
exakter Einwaagen auf. Im Bereich von 1610 — 1780 ist keine Absorption relativ zur den

jeweiligen Basislinien zu erkennen. Im Falle vonalyonsdure weisen beide Spektren
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4.1 Aufbau und Aggregationsverhalten von InsutifPdlyelektrolytmultischichten

ebenfalls die gleiche Form auf, sind jedoch untaesitich in ihren Absorptionsintensitaten.
Deutlich zu erkennen ist der absorbierende Berb&hWellenzahlen von 1600 — 1650 tm
Hyaluronsaure besitzt eine Amidgruppe am N-Acetytgsaminrest, welche einen Beitrag im

Bereich der Amid-I'-Bande liefert.

0.24-
] —na
——HA; 0.5 M NaCl
0204  ——pss
1 ——Pss;05MNacl
0.16-
0.12-
< -
0.08+
0.04-
0.00-
-0.04

T ¥ T T T T T
1720 1680 1640 1600
v/cm”

Abbildung 4.20. IR-Absorption von Hyaluronséure bzw. PRS=(50 mg/mL) jeweils mit und
ohne 0.5 M NaCl-Zusatz.

Dennoch sind ATR-FTIR Messungen mit Hyaluronsamsaslinmultischichten maéglich, da nur
eine Amidgruppe pro negativer Ladung eines Hyals&oinemolekils vorhanden ist. Im
Gegensatz dazu existieren in einem InsulinmoleRiAmidbindungen mit einer Nettoladung
von +5 bei pH = 3. Dementsprechend waren 10mal mAemdbindungen in Insulin als in der
Hyaluronsaure in einer Hyaluronsaure-Insulindopgetht vorhanden, wenn eine
Ladungskompensation vorliegen wirde. Einerseitskaer Messuntergrund ausgehend von
den Polyelektrolyten vernachlassigt werden, anderer werden im Folgenden hauptsachlich

die Anderungen der beobachteten ATR-FTIR-Spektmenlasulin betrachtet.

107



4. Ergebnisse und Diskussion

4.1.3.2 Untersuchung der Amid-I'-Bande von Polyelekolyt-Insulinmultischichten ohne
Keimzugabe bei konstanter Temperatur

Die zeitliche Anderung der Struktur der MultiscHi@®DA-PSS-(Ins-PS$auf Silicium ohne
Keimzugabe bel = 25°C wurde, wie in Punkt 3.2.10 beschriebenersuicht. In Abbildung
4.21 ist zu erkennen, dass keine signifikante Amagder Spektren nach einer Messdauer von
10 Stunden zu erkennen ist. Das bedeutet, dasRdwentemperatur keine Sekundarstruktur-

anderung in Abwesenheit von Insulinkeimen erfolgt.

0.025
0.020
0.015

< 0.010:
0.005-

0.000+

-0.005

1700 1680 1660 1640 1620 1600
_ -1
v/ cm

Abbildung 4.21. Ausgewahlte ATR-FTIR-Spektren der Multischicht P&BSS-(Ins-PSS)
Nach einer Messdauer von 10 Stunden sind keindikmmen Anderungen der Amid-I'-Bande
zu erkennen.

Analog wurde die zeitliche Anderung der Spektrechaoei der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-
HA); ohne Keimzugabe bel = 25 °C wie in Punkt 3.2.10 beschrieben untersudft.

Abbildung 4.22 ist zu erkennen, dass auch in digBalirkeine signifikante Anderung erfolgt.
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0.025-

0.020-

0.0157

< 0.010-

0.005-

0.000-

-0.005
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1700 1680 1660 1640 1620 1600
v/ cm'
Abbildung 4.22. Ausgewahlte ATR-FTIR-Spektren der Multischicht PP SS-(Ins-HA).

Nach einer Messdauer von 10 Stunden sind keinefigmen Anderungen der Amid-I’-
Bande zu erkennen.

4.1.3.3 Untersuchung der Amid-I'-Bande von Polyelekolyt-Insulinmultischicht bei einer

Temperatur von 70 °C

Nach dem Einbau des mit der Multischicht PDDA-P88-PSS) beschichteten Si-Kristalls in
die ATR-Zelle wurde DCI bei pD 2.1 mit 0.1 M NaGi die Probenkammer eingefullt. Die
Dauer der Messungen betrug 17 Stunden, wobei eorest&nte Temperatur von 70°C
eingestellt wurde, welche zu Beginn der Messungetsitines vorgeheizten Wasserbads sehr
schnell in der Probenkammer erreicht wurde. In khlrig 4.23 sind ausgewdahlte Spektren der
Multischicht PDDA-PSS-(Ins-PS&)bei einer Temperatur von 70 °C dargestellt. Das
Absorptionsmaximum liegt zu Beginn der Messungdirer Wellenzahl von 1644 ¢hwas

auf einen erhdhten Anteil an ungeordneten Struktsahlie3en lasst. Mit fortschreitender Zeit
verschiebt sich das Absorptionsmaximum auf einentWen 1627 crit. Das bedeutet, dass
eine leichte Anderung der Sekundarstruktur deslimsunach Erhohung der Temperatur auf

70 °C erfolgt, wobei eine leichte Zunahme fdraltblattstrukturen und eine Abnahme der
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4. Ergebnisse und Diskussion

Helixstrukturen stattfindet. Eine semiquantitativiussage liefert die Auftragung der
Absorption bei einer Wellenzahl von 1627 tm

0.020- 1000 min
0.0164 //
V4
0.012- 4/ 1000 min
<
0.0084
0.004
0.0004

I v I v I v I v I v I b
1700 1680 1660 1640 1620 1600
v/ cm'
Abbildung 4.23. Ausgewdahlte ATR-FTIR-Spektren der Multischicht PB&PSS-(Ins-PSS)

in Kontakt mit DCI bei pD = 2.1 und 0.1 M NaCl-ZagaFur 17 h wurde die Multischicht auf
70°C erhitzt und die Absorption verfolgt.

In Abbildung 4.24 ist zu erkennen, dass der Sekustaékturanteil derp-Faltblatter im
Zeitraum von bis zu ca. 3 Stunden eine Anderungveist und anschlieRend keine weitere
signifikante Anderung bis zu einem Zeitpunkt vorDQMinuten auftritt. Gleichzeitig kann
qualitativ gesagt werden, dass die Anteilexgfielices und ungeordneter Strukturen abnehmen,
da die Absorptionen bei den jeweiligen Wellenzahlen1650 crit bzw. um 1644 cisinken.

Die Anderung deg-Faltblattanteils resultiert moglicherweise in dersbildung von amorphen,
ungeordneten Aggregaten des Insulin in der Mulicdth
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Abbildung 4.24. Absorption bei einer Wellenzahl von 1627 tais Funktion der Zeit. Bis zu
einer Messdauer von 3 Stunden steigt die Absorpgionwas aus der Ausbildung v@a
Faltblattstrukturen des Insulins in der MultischiBlbDA-PSS-(Ins-PSghervorgeht.

In einem weiteren Versuch, bei welchem die NaCl-#@ntration von 0.1 auf 0.5 M erhdht
wurde, wurde die IR-Absorption der Multischicht PBIPSS-(Ins-PSQ)bei T = 70 °C in DCI
bei pD = 2.1 Uber eine Dauer von 17 h verfolgtAbbildung 4.25 ist zu erkennen, dass sich
das Absorptionsmaximum der Amid-I'-Bande zu Begilen Messung bei einer Wellenzahl um
1648 cnt* befindet, was einen erhohten Anteil an ungeordn8tenkturen (allgemein bei einer
Wellenzahl von 1645 cthzu finden'®® vermuten lasst. Im Bereich um 1600 tiegt die
Absorption durch das Polyanion PSS vor. In Abbilglus.26 ist eine Auftragung der
Absorptionen bei einer Wellenzahl von 1627 tals Funktion der Zeit von ausgewéahlten

Spektren zu sehen.
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Abbildung 4.25. Ausgewahlte Spektren der Amid-I'-Bande von der Nghicht PDDA-PSS-
(Ins-PSS) bei einer Temperatur von 70°C bei pD 2.1 und eifeM NaCl-Zusatz. Es zeigt
sich eine leichte Anderung der Sekundarstrukturimiéer Multischicht eingebetteten Insulins.

0.019-
<&
S 0.018
N~
(9\]
© ]
— ®
-5 0.0171
L [ J
[
s
= 0.016-
(@]
(73]
o)
< 0.0154 e

0 200 400 600 800 1000
t/ min

Abbildung 4.26. Absorption bei einer Wellenzahl von 1627 tais Funktion der Zeit. Bis zu
einer Messdauer von 3 Stunden steigt die Absorpgionwas aus der Ausbildung v@a
Faltblattstrukturen des Insulins in der MultischiBlDDA-PSS-(Ins-PSghervorgeht.
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In einem Zeitraum von ca. 3 Stunden erfolgt einenfidomationsdnderung des Insulins
zugunsten vorg-Faltblattstrukturen. Nach dieser Messdauer ishéeieitere Anderung der
Absorption bei einer Wellenzahl von 1627 trau erkennen. Das bedeutet, dass sich die
Sekundarstrukturanteile zugunsten deFaltblattstrukturen verschoben haben. Auch die
Sekundarstrukturanalysen (siehe Abbildung 4.27)clheezu Beginn nach 3 Minuten und am
Ende der Messdauer nach 1000 Minuten durchgefilmdem, zeigen, dass nach einer langeren
Zeit eine partielle Umwandlung ip-Faltblattstrukturen erfolgt. Vermutlich entstehjedoch
nur amorphe, ungeordnete Insulinaggregate innerhddélo Multischicht, wobei eine
Umwandlung in Amyloidfibrillen nicht oder nur in lse geringem Maf3e erfolgt. In den
folgenden Abbildungen 4.27 und 4.28 sind beispitllibe angepassten Banden und die
experimentell ermittelten Amid-I'-Banden, welchechaeiner Messdauer von 3 Minuten bzw.
nach 1000 Minuten aufgenommen wurden, dargesi2iit. Bandenanpassungen wurden im
Wellenzahlbereich zwischen 1700 und 1609 c(Absorption um 1600 cthvon PSS wurde
ausgeschlossen) durchgefihrt.
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Abbildung 4.27. Amid-I'-Bande der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-P3%8ki einer Temperatur
von 70 °C nach einer Messdauer von 3 Minuten. Be&altblattstrukturanteil ist zu diesem
Zeitpunkt relativ gering. (experimentell ermittalt8pektrum (schwarz), angepasste Kurve (rot),
Subbandenp-Faltblattstrukturen (hellblau), ungeordnete Stuuéh (gelb),a-Helixstrukturen
(pink) und Schleifenstrukturen (griin, dunkelblau))
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Die in Abbildung 4.27 dargestellte Amid-I'-Bandervinsulin in der Multischicht PDDA-PSS-
(Ins-PSS) nach einer Messdauer von 3 Minuten weist einertivegeringen Anteil anp-
Faltblattstrukturen auf, welche durch die hellbl&igbande beschrieben werden. Der Anteil
der B-Faltblattstrukturen liegt im Bereich von ca. 20% Bezug auf die gesamten
Sekundarstrukturanteile (siehe Tabelle 4.9). DerteAnan o-Helices sowie derjenige
ungeordneter Strukturen liegt bei jeweils 30%. Nacter Messdauer von 1000 Minuten zeigt
sich ein starker Anstieg d@sFaltblattstrukturanteils (siehe Abbildung 4.28).
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Abbildung 4.28. Amid-I'-Bande der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-P3%8ki einer Temperatur
von 70 °C nach einer Messdauer von 1000 Minutem. [Bfealtblattstrukturanteil ist deutlich
angestiegen (experimentell ermitteltes Spektruhwsacz), angepasste Kurve (rot), Subbanden:
B-Faltblattstrukturen (hellblau), ungeordnete Stouéh (gelb), a-Helixstrukturen (pink) und
Schleifenstrukturen (grin, dunkelblau)).

Der Anteil der p-Faltblatter steigt auf einen Wert von ca. 32 %,beiodie Anteile der

Schleifenstrukturen, des-Helices und der ungeordneten Strukturen alle ingleehbaren
Mafl3e abnehmen (siehe Tabelle 4.9).
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Tabelle 4.9.Sekundarstrukturanteile (in %) von Insulin in déualtischicht PDDA-PSS-(Ins-
PSS) bei einer Temperatur von 70 °C bei pD 2.1 mit eir@& M NaCl-Zusatz. Nach einer
Messdauer von 1000 Minuten steigt der AnteilpalRaltblattern von 20 auf 32 % auf Kosten
der restlichen Sekundarstrukturanteile an. Alle l&aahlen der Subbanden besitzen die
Einheit cm".

Schleifenstrukturen a-Helix  ungeordnet p-Faltblatt
1683-1680  1667-1665 1653 1641-1639 1627-1625

PDDA-PSS-(Ins-PSS)
3 min 0.77 20.34 30.19 29.41 19.61
1000 min 1.16 15.71 27.21 23.80 32.49

Im Anhang ist in Abbildung 7.9 die Reproduktionsswasy dargestellt. Die relativen Fehler der
angegebenen prozentualen Anteile liegen im Bereawh + 2 % innerhalb einer Messreihe,

wobei die absoluten Fehler fir jede Probe bei &l1& % liegen. Das bedeutet, dass die
Anderungen der einzelnen Sekundarstrukturanteit@ggr sind als die absoluten Werte. Diese

Fehlerabschatzung gilt fur alle folgenden Sekurid#«giranalysen.
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Abbildung 4.29. Ausgewahlte Spektren der Amid-I'-Bande der Muhistit PDDA-PSS-(Ins-

HA)3; bei einer Temperatur von 70°C und einem 0.5 M Na@atz. Es zeigt sich eine
Anderung der Sekundéarstruktur des in der Multideh&ngebetteten Insulins.
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Analoge Messungen wurden fur die Multischicht PDB&S-(Ins-HAJ durchgefiihrt, wobel
auch in diesem Fall in Gegenwart von DCI bei pD, 2ihem 0.5 M NaCl-Zusatz bei einer
Temperatur von 70 °C fur eine Dauer von 17 SturdierAmid-I'-Bande verfolgt wurde.

In Abbildung 4.29 ist zu erkennen, dass die Multiskt PDDA-PSS-(Ins-HA) ein
vergleichbares Verhalten bei einer Temperatur vOAC7 aufweist, wie die Multischicht
PDDA-PSS-(Ins-PSg)siehe Abbildung 4.25) unter gleichen Bedingundermbbildung 4.30
sind die Absorptionen bei einer Wellenzahl von 1687 als Funktion der Zeit aufgetragen.
Bis zu einer Messdauer von ca. 3 Stunden ist @laive groRe Anderung der Absorption zu
beobachten, welche vermutlich aus der Ausbildumg amorphen, ungeordneten Aggregaten
des Insulins in der Multischicht resultiert. Ansefllend liegt eine nicht signifikante Anderung

der Absorption vor.
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Abbildung 4.30. Absorption bei einer Wellenzahl von 1627 tais Funktion der Zeit. Bis zu
einer Messdauer von ca. 3 Stunden steigt die Absar@an, was aus der Ausbildung vpn
Faltblattstrukturen des Insulins in der MultischiBlbDA-PSS-(Ins-HAghervorgeht.

Die Sekundarstrukturanteile des Insulins in der tMdhicht PDDA-PSS-(Ins-HA)nach 3
Minuten bzw. nach 1000 Minuten Messdauer sind inTdibelle 4.10 aufgefuhrt. Nach einer

Dauer von 1000 Minuten wachst d@rFaltblattanteil ahnlich wie bei der Multischicht
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PDDA-PSS-(Ins-PSg)yon 18 auf 32 %, wobei eine Abnahme der prozentuAleteile der

restlichen Sekundarstrukturen erfolgt.

Tabelle 4.10.Sekundarstrukturanteile (in %) von Insulin in déwltischicht PDDA-PSS-(Ins-
HA)3 bei einer Temperatur von 70 °C bei pD 2.1 mit ein@® M NaCl-Zusatz. Nach einer
Messdauer von 1000 Minuten steigt der AnteilfaRaltblattern von 20 auf 30 % auf Kosten
der restlichen Sekundarstrukturanteile an. Alle I&falahlen der Subbanden besitzen die
Einheit cn'.

Schleifenstrukturen o-Helix  ungeordnet p-Faltblatt
1683-1680 1667-1665 1653 1641-1639 1627-1625

PDDA-PSS-(Ins-HA);
3 min 2.18 22.42 29.34 27.70 18.45
1000 min 3.65 18.90 23.23 2255 31.90

Sowohl die Daten aus der Rontgenreflektometrie hésielabelle 4.6), als auch die
Sekundarstrukturanalyse der ATR-FTIR-Messungenereigass der Aggregationsprozess von
Insulin in den Multischichten innerhalb weniger &len zum Stillstand gelangt. Wird das
Aggregationsverhalten von Insulin in Polyelektralyitischichten mit demjenigen in
Polyacrylsdure (PAA)-Bursten verglichen, so zeigh ine &hnlich geringe Verdnderung der
Proteinstruktur. In PAA-Blrsten wird nach einers@dption die native Proteinkonformation
bei einem pD-Wert von 7 aufrechterhaltéhBei einem pD-Wert von 2 ist nur ein geringer
Anstieg des p-Faltblattanteils des Insulins in PAA-Blrsten zuraschnen. Bei einer
Temperatur von 60 °C Uber eine Messdauer von 10dstu erfolgt keine Ausbildung von
Amyloidfibrillen bei pD 2191 Somit ist das Verhalten an PAA-Biirsten vergleahit dem

in Multischichten. Weiterhin ist bekannt, dass est@rke Ausbildung amorpher Aggregate in
PAA-BUrsten resultiert, wenn eine Erhdhung der rmtérke auf 500 mM bei pD = 2 bei 23 °C

170

erfolgt.” "~ Diese Beobachtung ist konsistent mit dem starkestidg der Multischichtdicke bei

Abscheidung von Insulin in dieser Arbeit.

4.1.3.4 Untersuchung der zeitlichen Anderung der Aid-I'-Bande von adsorbierten
Insulinkeimen

Zunachst wurde die zeitliche Anderung der Amid-#f8le von Insulinkeimen untersucht,
indem die Doppelschicht PDDA-P&&f einem Si-Kristall adsorbiert und anschlieRemk e
Losung aus DCI mit pD 2.1, einem 0.5 M NaCl-Zusated einem Insulinkeimzusatz von
0.1 mg/mL in die Probenkammer gegeben wurde. Fig Blauer von 14.2 Stunden wurden

Absorptionsspektren aufgenommen (siehe AbbilduBd)4.
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Abbildung 4.31. Insulinkeime in Gegenwart der Doppelschicht PDD@SP Die IR-Absorption
wurde in DCI mit pD 2.1, einem 0.5 M NaCl-Zusatzdueinem Insulinkeimzusatz von
0.1 mg/mL gemessen. Die Absorption andert sich ésen Zeitraum von 14.2 Stunden bei
25°C nicht. Die Maxima der Spektren liegen beeeiwellenzahl um 1627 ¢t Gezeigt sind

vier ausgewéhlte Spektren nach einer Messdauarthivész), 300 (rot), 600 (grin), 850 (blau)
Minuten.

In Abbildung 4.31 ist zu sehen, dass keine ze#icAAnderungen hinsichtlich der Intensitat und
der Lage der Absorptionsmaxima der Spektren enfol@ge Maxima der Spektren liegen bei
einer Wellenzahl um 162", was aus der groRen Anzahl der intermolekulg&ltblatter
der fibrillaren Strukturen hervorgeht. Im Falle @ifkkeiminduzierten Aggregation von Insulin in
oder an Multischichten ist eine zeitliche Anderutey IR-Absorption im Bereich der Amid-I'-

Bande somit durch die Insulinkeime selbst auszieféah.
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4.1 Aufbau und Aggregationsverhalten von InsutifPdlyelektrolytmultischichten

4.1.3.5 Untersuchung der Amid-I'-Bande von Polyeleakolyt-Insulinmultischichten nach

der Zugabe von Insulinkeimen

Zur Multischicht PDDA-PSS-(Ins-PSs$Syvurde eine Insulinkeimlésung, wie bereits in Punkt
3.2.4.15 beschrieben, hinzugegeben. Diese Messumdewbei einer konstanten Temperatur
von 25 °C durchgefihrt.

5 0 min
0.0201 — 1000 min
0.015. 1000 min
0 min
0.0104
<
0.0055

0.0004 ’N

-0.0051

| ' | ' | ' | ' | ' | !
1700 1680 1660 1640 1620 1600
v/ cm’
Abbildung 4.32. Ausgewdahlte ATR-FTIR-Spektren der Multischicht PP SS-(Ins-PSS)
nach der Zugabe einer Insulinkeimlosung in DClgi2i2.1 in Gegenwart von 0.5 M NaCl und
einer Konzentration von c(Insulinkeime) = 0.1 mg/nei einer Temperatur von 25 °C tritt

keine signifikante Anderung der Sekundarstrukti ideder Multischicht eingebetteten Insulins
auf.

In Abbildung 4.32 ist zu erkennen, dass durch diegabe von Insulinkeimen die
Sekundarstruktur des in der Multischicht eingebettelnsulins kaum veréandert wird. Eine
Sekundarstrukturanalyse zeigt, dass die Sekundirstanteile Gber einen Zeitraum von 1000
Minuten nahezu konstant bleiben (siehe Tabelle)4Dér B-Faltblattanteilsteigt nur um einen
geringen Wer von 22 auf 24 % an. Bei einer Wellehzan 1627 critist eine Schulter in der
Amid-I'-Bande zu sehen, welche aus einem signifieanAnteil an intermolekulareif-

Faltblattern vermutlich ausgehend von amorphenréggien resultiert.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.11.Sekundarstrukturanteile (in %) von Insulin in déwmltischicht PDDA-PSS-(Ins-

PSS) bei einer konstanten Temperatur 25 °C in Gegenwanrtinsulinkeimen bei pD 2.1 mit
einem 0.5 M NaCl-Zusatz. Nach einer Messdauer Vv@®0IMinuten ist keine signifikante
Anderung des-Faltblattanteils zu erkennen. Alle Wellenzahlem 8ebbanden besitzen die
Einheit cm’.

Schleifenstrukturen a-Helix  ungeordnet g-Faltblatt
1683-1680  1667-1665 1653 1641-1639 1627-1625

PDDA-PSS-(Ins-PSS)
3 min 2.83 26.55 30.31 18.62 21.70
1000 min 1.67 24.46 28.72 21.40 23.92

Eine Analoge Messung wurde mit der Multischicht PBBSS-(Ins-HA) durchgefihrt. Nach
der Zugabe der Insulinkeimlésung mit einer Konzain c(INScine) = 0.1 mg/mL in DCI bei
pD 2.1 und einem 0.5 M NaCl-Zusatz wurden IR-Absiorsspektren liber einen Zeitraum von

17 Stunden bei einer Temperatur von 25 °C aufgbneic
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Abbildung 4.33. Ausgewahlte ATR-FTIR-Spektren der Multischicht PBPSS-(Ins-HA)
nach der Zugabe einer Insulinkeimlésung. Es zeigh &eine signifikante Anderung der
Sekundarstruktur des in der Multischicht eingebetténsulins.

In Abbildung 4.33 sind ausgewahlte Spektren nach degabe von Insulinkeimen zur
Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HA)xu erkennen. Es zeigt sich keine signifikante Andgrder

Sekundarstruktur des Insulins in der Multischicldth., dass durch die Zugabe von
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4.1 Aufbau und Aggregationsverhalten von InsutifPdlyelektrolytmultischichten

Insulinkeimen keine Amyloidfibrillen ausgebildet wen kénnen. Wahrscheinlich wird dieser
Prozess durch die dominierenden Insulin-Polyeléjtechselwirkungen unterbunden,
welche die konformelle energetische Landschaft \‘osulin durch Einschréankung der
Rotationsbewegung und der Konformation stark b&essén. Auch bei dieser Multischicht ist
in der Amid-I'-Bande eine groRe Schulter bei eiMgllenzahl von 1627 cthzu sehen, welche
ebenfalls aus einem signifikanten Anteil an intelekalaren p-Faltblattern ausgehend von
amorphen Aggregaten resultiert. Die Sekundarstrakalyse zeigt, dass eine sehr geringe und
damit nicht signifikante Anderung degsFaltblattanteils durch Keimzugabe vorliegt (siehe
Tabelle 4.12).

Tabelle 4.12.Sekundarstrukturanteile (in %) von Insulin in déwltischicht PDDA-PSS-(Ins-
HA)3 bei einer konstanten Temperatur 25 °C in GegenwanrtInsulinkeimen bei pD 2.1 mit
einem 0.5 M NaCl-Zusatz. Nach einer Messdauer V@®01Minuten ist keine signifikante
Anderung ldes[?>-FaIthattanteiIs zu erkenneAlle Wellenzahlen der Subbanden besitzen die
Einheit cnt.

Schleifenstrukturen o-Helix  ungeordnet p-Faltblatt
1683-1680 1667-1665 1653 1641-1639 1627-1625

PDDA-PSS-(Ins-HA);
3 min 2.87 21.28 28.65 21.48 26.23
1000 min 1.24 19.85 27.35 24.85 27.09

Auch die anderen in der Tabelle 4.12 aufgefiihrtekuBdarstrukturen weisen keine Anderung
auf, was eine Aufrechterhaltung der konformellerul8ur des Insulins in der Multischicht

widerspiegelt.

SchlieR3lich wurde die Struktur des Insulins untehsuwenn es die letzte adsorbierte Schicht in
der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-PSShs darstellt und somit dem Ldsungsmittel und
Insulinkeimen exponiert vorliegt. Zu diesem Zweclirde wie zuvor eine Insulinkeimldsung
mit einer Konzentratiore(INSeime) = 0.1 mg/mL in DCI bei pD 2.1 und einem 0.5 M NaC
Zusatz zur Multischicht gegeben und die IR-Absamspektren Gber einen Zeitraum von 17
Stunden bei einer Temperatur von 25 °C aufgezeichire Abbildung 4.34 sind die
Absorptionsspektren zu sehen. Es treten bei demsulin bedeckten Multischicht kleine, aber
reproduzierbare Anderungen bei einer Wellenzahl 4627 cnt auf, welche aus einer
keiminduzierten Aggregation des Insulins der olegrsSchicht resultieren. Die Sekundar-
strukturanalyse der Amid-I'-Bande aus Abbildung#iterstitzt diesen Befund. Ein leichter

Anstieg deg-Faltblattanteils von ca. 3-4 % liegt vor.
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Abbildung 4.34. Ausgewahlte ATR-FTIR-Spektren der Multischicht PDIP&AS-(Ins-PS$)
Ins nach der Zugabe einer Insulinkeimlésung. Es zeigt siahe egeringe Anderung der
Sekundarstruktur des in der Multischicht eingebetténsulins.

Wichtig dabei ist zu erwdhnen, dass nur eine der ldisulinschichten fur die in der Tabelle
4.13 aufgefuihrten Sekundarstrukturanderung veratiteloist, da nur die Struktur der obersten
Insulinschicht von den zugegebenen Insulinkeimereinileisst wird. Somit sind die

Sekundarstrukturdnderungen in der obersten Inshicist deutlich groRer als die in Tabelle
4.13 aufgelisteten. Durch die Anwendung der konfakaFluoreszenzmikroskopie ist die

Bildung von fibrillaren Strukturen zu erkennen (s.u

Tabelle 4.13.Sekundarstrukturanteile (in %) von Insulin in déwltischicht PDDA-PSS-(Ins-
PSS)-Insbei einer konstanten Temperatur 25 °C in Gegenwartinsulinkeimen bei pD 2.1
mit einem 0.5 M NaCl-Zusatz. Uber eine Messdauer 4020 Minuten tritt eine Anderung des
B-Faltblattanteils auf, welche nur auf die oberstsulinschicht zurickzufiihren ist. Alle
Wellenzahlen der Subbanden besitzen die Einhétt cm

Schleifenstrukturen a-Helix  ungeordnet p-Faltblatt
1683-1680 1667-1665 1653 1641-1639 1627-1625

PDDA-PSS-(Ins-PSS)Ins
3 min 2.88 22.79 29.88 24.72 19.85
1000 min 1.37 19.81 29.61 26.21 23.18

Eine weitere vergleichbare Messung anhand der 8thlicht PDDA-PSS-(Ins-PSssihs wurde

ebenfalls durchgefiuihrt (siehe Anhang, Abbildung OY.1Es liegt somit eine weitere
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4.1 Aufbau und Aggregationsverhalten von InsutifPdlyelektrolytmultischichten

Doppelschicht an Ins-PSS im Vergleich zur Messuwmgyder Abbildung 4.34 vor, jedoch zeigt
sich qualitativ das gleiche Verhalten. Eine Sekusttdkturanalyse wurde jedoch nicht

durchgefuhrt.
Analoge Messungen wurden ebenfalls mit der Mulidth PDDA-PSS-(Ins-HA}Ins in
Gegenwart von Insulinkeimen durchgefihrt (sieheiksboing 4.35).
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Abbildung 4.35. Ausgewahlte ATR-FTIR-Spektren der Multischicht PDIPSS-(Ins-HA)-
Ins nach derZugabe einer Insulinkeimlésung. Es zeigt sich estarke Anderung der
Intensitat um 1627 cth

Im Falle der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HAIns zeigt sich nach Zugabe der Insulin-
keimldsung mit der Konzentratiafinseim) = 0.1 mg mL*bei pD 2.1 und einem 0.5 M NaCl-
Zusatz ebenfalls eine deutliche Anderung der Spekim zeitlichen Verlauf, wie bereits in
Abbildung 4.34 beobachtet werden konnte. Die Sd#étstrukturanalyse zeigt (siehe Tabelle
4.12), dass ein Anstieg d@sFaltblattanteils von ca. 6 % vorliegt. Auch in shen Fall ist zu
erwahnen, dass nur eine der drei Insulinschichtén die Sekundarstrukturanderung
verantwortlich ist, da ebenfalls nur die Struktuer dobersten Insulinschicht von den

zugegebenen Insulinkeimen beeinflusst wird. Durcie @&nwendung der konfokalen
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4. Ergebnisse und Diskussion

Fluoreszenzmikroskopie ist auch in diesem Fall Bilelung von fibrillaren Strukturen zu

erkennen (s.u.).

Tabelle 4.12.Sekundarstrukturanteile (in %) von Insulin in déultischicht PDDA-PSS-(Ins-
HA).-Insbei einer konstanten Temperatur 25 °C in GegenwartInsulinkeimen bei pD 2.1
mit einem 0.5 M NaCl-Zusatz. Uber eine Messdauer 4020 Minuten tritt eine Anderung des
B-Faltblattanteils auf, welche nur auf die oberstsulinschicht zuriickzufuhren isa Alle
Wellenzahlen der Subbanden besitzen die Einhéft cm

Schleifenstrukturen a-Helix  ungeordnet pg-Faltblatt
1683-1680 1667-1665 1653 1641-1639 1627-1625

PDDA-PSS-(Ins-HA)-Ins
3 min 0.84 21.07 29.28 23.91 25.15
1000 min 2.42 14.74 28.06 23.48 31.67

4.1.4 Fluoreszenz-Mikroskopie zur Visualisierung wvo Polyelektrolyt-Insulin-
multischichten

4.1.4.1 Aufbau und Struktur von Polyelektrolyt-Insulinmultischichten

Zunachst wurde der Aufbau einer Multischicht anhand PDDA-PSS-Ingexa Mit Hilfe der
TIRF-Mikroskopie verfolgt. In Abbildung 4.36, BildA), ist die Multischicht PDDA-PSS-
INSalexa ZU erkennen. Kleine amorphe Insulinaggregate irmFbeller Punkte sind auf einer
ansonsten homogenen grin dargestellten Insulifgchau erkennen. Weiterhin sind
ringférmige Strukturen zu sehen, welche jedoch li@ioe Reflexion des Lasers hervorgerufen

werden.

Abbildung 4.36. In Bild (A) ist Multischicht PDDA-PSS-In&xa zu sehen. Neben dem
homogen verteilten Insulin sind kleine Aggregateezkennen, welche aus Insulin und PSS
bestehen. Die kreisférmigen Strukturen gehen augkd#exion des Lasers hervor. In Bild (B)
ist die Multischicht PDDA-PSS-Ingx-PSS zu sehen.
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4.1 Aufbau und Aggregationsverhalten von InsutiiPolyelektrolytmultischichten

In Abbildung 4.36 Bild (B) ist die Multischicht PDBPSS-Ingexs-PSSdargestellt. Auch hier
zeigt sich ein vergleichbares Bild wie in (A).

Weiterhin ist in Abbildung 4.37 die Multischicht BPIA-PSS-Ingexa-PSS-INgiexa dargestelit.
Auch hier liegt ein vergleichbares Bild wie in Althing 4.36 vor.

Abbildung 4.37. TIRF-Mikroskopiebild der Multischicht PDDA-PSS-Iase-PSS-INSiexa.

Bei dem Aufbau einer Multischicht erfolgt offenbait zunehmenden Insulinschichten keine
sichtbare Anderung, wie z.B. eine signifikante Zuma der sichtbaren Insulinaggregate, die
mittels TIRF-Mikroskopie verfolgt werden kdénnen.

Um die Homogenitat des in den Multischichten adsotén Insulins zu visualisieren, wurde,
wie in Abbildung 4.38 zu sehen ist, durch das abrtsge Abstreifen der Multischicht PDDA-
PSS-Ingexa-HA mit Hilfe einer feinen Pinzette eine dunkel@rsinende Flache verursacht.

Abbildung 4.38. Mit Hilfe einer feinen Pinzette wurde die Multischt PDDA-PSS-INgexa-
HA abgetragen. Es ist zu erkennen, dass eine hamageVerteilung des Insulins in der
Multischicht vorliegt (auf3erhalb der dunkel ersdeeiden Flachen).
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4. Ergebnisse und Diskussion

Ober- und unterhalb dieser dunklen Flache ist doenbgenitat des gleichmalig verteilten
Insulins gut zu erkennen. Die Homogenitat spiegaitch die Ergebnisse aus den
Rontgenreflektometriemessungen wider (siehe Abhiddi2 und 4.4), bei denen kontinuierlich
linear anwachsende Schichten zu sehen sind. Wéame keomogene Verteilung einer
Multischichtkomponente auf einem Substrat vorhandenwirde die mittlere Schichtdicke
nicht kontinuierlich im vorliegenden Mal3e unter li#zug der Abmessungen eines einzelnen

Insulinmolekils ansteigen.

4.1.4.2 Struktur von Polyelektrolyt-Insulinmultischichten nach der Zugabe von

Insulinkeimen

Zur Multischicht PDDA-PSS-Ingxa Wurde eine Insulinkeimlésung nicht fluoreszent,
unmarkiert mit einer Konzentration von 0.1 mg/ml pke 2.1 mit einem 0.1 M NaCl-Zusatz
gegeben, und im Anschluss wurden die in Abbildung394 dargestellten TIRF-
Mikroskopiebilder aufgenommen. In Bild (A) sind mebamorphen Aggregaten auch vereinzelt
helle fibrillare Strukturen zu sehen.

Abbildung 4.39. In Bild (A) wurde zur Multischicht PDDA-PSS-lpsx eine
Insulinkeimlésung mitc(InSkeime) = 0.1mg/mL gegeben. Unmittelbar nach der Zugahd s
kurze fibrillare Strukturen zu erkennen, welcheeugzelt auftreten. In Bild (B) wurde zur
gleichen Multischicht wie in (A) eine Insulinkeinddng mit einer Konzentration von
c(Inskeime = 0.5 mg/mL gegeben. Es sind grofRe Aggregaterkenaen, jedoch bleibt die
Ausbildung fibrillarer Strukturen hier vermutliclus

Dabei ist zu bemerken, dass Insulin die oberstdcBclildet, welche zum L&sungsmittel
exponiert vorliegt. Durch die Erhéhung der Konzatitn der Insulinkeimlésung auf 0.5
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4.1 Aufbau und Aggregationsverhalten von InsutiiPolyelektrolytmultischichten

mg/mL erscheinen bei einer vergleichbaren Multiskehrelativ grol3e Aggregate, wobei jedoch
keine fibrillaren Strukturen zu sehen sind.

Weiterhin wurde zur Multischicht PDDA-PSS-s-PSSdie Insulinkeimldsung, wie in Punkt
3.2.4.17 beschrieben, hinzugeflgt (siehe Abbildudg, Bild (A)).

i o y & ¥ T . : L
Abbildung 4.40. In Bild (A) ist die Multischicht PDDA-PSS-Ingx:-PSS dargestellt, zu der
eine Insulinkeimldsung mit einer Konzentration viinscime) = 0.5 mg/mL gegeben wurde.
Es sind kleine amorphe Aggregateu erkennen. In Bild (B) wurde die
gleiche Insulinkeimléosung wie in (A) zur Multischic PDDA-PSS-INgexa-PSS-INGlexa
gegeben. Es sind grof3e Aggregate zu erkennen, evelgh der obersten dem Losungsmittel
exponierten Insulinschicht hervorgehen.

Da Insulin nicht die oberste Schicht darstellt,dgm in Polyelektrolyten eingebettet vorliegt,
sind nur kleine amorphe Aggregate zu sehen, welocbeeits bei der Praparation der
Multischicht vorhanden waren (vergleiche Abbildu#g6 und 4.37). In Bild (B) wurde zur
Multischicht PDDA-PSS-IngexaPSS-Ingiexa die gleiche Insulinkeimlésung hinzugegeben. In
diesem Fall ist eine Ausbildung grol3er Aggregateomm von hellen unregelméaRig geformten
Flecken zu erkennen. Ob eine Ausbildung fibrillaBtrukturen erfolgte, ist anhand dieses
Bildes schwer abzuschétzen. In einem weiteren Exeet wurde ein vergleichbarer Versuch
wie in Abbildung 4.40 durchgefuhrt (siehe Anhangpbfdung 7.11), jedoch wurden die
Multischichten mit jeweils einer weiteren entsprectien Doppelschicht (Iag«w-PSS)
prapariert, sodass die Multischichten PDDA-PSSa(RsPSS) bzw. PDDA- PSS-(INSexa-
PSS)-Insaexa Vorlagen. Nach der Insulinkeimzugabe, wie in PuhRt4.17 beschrieben, sind
sowohl in Bild (A) als auch in Bild (B) sehr kleifgggregate zu sehen. Die Ausbildung von
groR3en fibrillaren Strukturen erfolgte in diesentl Racht.

Analoge Messungen mit den Multischichten PDDA-PB8&wa-HA und PDDA-PSS-INgexa-
HA-Inspexa Wwurden ebenfalls  durchgefuhrt (siehe Abbildung %.41Nach der
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4. Ergebnisse und Diskussion

Insulinkeimzugabe sind auf der Multischicht PDDASBSex-HA in Bild (A) amorphe

Aggregate zu sehen, welche auch bereits vor dealider Keimldsung zu sehen waren.

Abbildung 4.41. In Bild (A) ist die Multischicht PDDA-PSS-Ingxs-HA nach der Zugabe von
Insulinkeimen (c(Ing&ime¢) = 0.5 mg/mL) dargestellt. Es sind keine fibridar Strukturen zu
erkennen. Die sichtbaren hellen Punkte waren Isereitor der Zugabe der
Insulinkeimlésung sichtbar. In Bild (B) ist die Misichicht PDDA-PSS-InNgxs-HA-INSaexa
nach der Zugabe der gleichen Insulinkeimlésung widild (A) dargestellt. Es sind kurze
fibrillare Strukturen zu erkennen, welche sich ales obersten, der LOsung exponierten
Insulinschicht gebildet haben.

In Bild (B) ist die Multischicht PDDA-PSS-Ingxa-HA-INSaexa @abgebildet, welche nach der
Insulinkeimzugabe fibrillare Strukturen aufweistieDAusbildung von Amyloidfibrillen unter
diesen Bedingungen wird durch Messungen am kordok&luoreszenzmikroskop (s.u.) und
am ATR-FTIR-Spektrometer (siehe Abbildungen 4.3d 4r85) bestatigt.

4.1.5 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie zur Visualisrung von Polyelektrolyt-

Insulinmultischichten

Amyloidfibrillen  werden oft mithilfe der Rasterktafikroskopie (AFM) oder
Elektronenmikroskopie visualisiett®®* Diese Methoden besitzen eine hohe Auflésung, die
zur genauen Darstellung der Fibrillen notwendig s bedeutet, dass ihre Durchmesser und
die Langen, welche in der Gréf3enordnung einiger oNater bzw. Mikrometer liegen,
aufgeldst werden koénnen. Mit der konfokalen Flupeegmikroskopie (CFM) ist es nicht
maoglich, Objekte im Nanometermalistab aufzulésemoge wird sie bevorzugt zur
Visualisierung von sehr weichen und fluiden Systenamgewandt. Zur Untersuchung der
Morphologie von Insulinaggregaten in Polyelektrdlysulinmultischichten und des Effekts
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4.1 Aufbau und Aggregationsverhalten von InsutiiPolyelektrolytmultischichten

von Insulinkeimen auf das Aggregationsverhaltengégen eignet sich die konfokale
Mikroskopie, da Amyloidfibrillen mit Langen im pm-&Bstab problemlos aufgeldst werden
kénnen. Der Effekt der Temperatur auf die Insulgragation in Multischichten konnte
aufgrund der Instabilitdt der Insulin-Alexa Fluo88Konjugate bei 70 °C und bei einem
niedrigen pH-Wert von 2 fiir eine Dauer von mehre8&mnden nicht durchgefiihrt werden. In
Abbildung 4.42, Bild (A), sind CFM-Bilder der Mu#tthicht PDDA-PSS-(Ins-PSS{INSajexa-
PSS) zu sehen, welche auf einem Deckglas abgeschiedrde. Sichtbar im Mikroskop sind
nur die mit Alexa Fluor 488 markierten Insulinmaldd Die Ingexa-Schicht innerhalb der

Multischicht weist eine heterogene laterale Struktuf einer Langenskala von ca. 0.5 pm auf.

Abbildung 4.42. CFM-Bilder der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-PS{Nsaexa-PSS) (A, B)
adsorbiert auf einem Deckglas. Bild (A) zeigt dieulNschicht vor und Bild (B) nach der
Zugabe von nicht fluoreszenzmarkierten Insulinkeirteum Balken).

Die hellen Bereiche reprasentieren aggregierte limmolekile mit keiner bevorzugten
Geometrie. Einzelne Insulinmolekile kdnnen unteesen Bedingungen nicht detektiert
werden, da unter der Annahme einer homogenen Werteivon dicht gepacktem Insulin in
einer Monoschicht der intermolekulare Abstand intélica. 3 nm betragen wirde. Da nur 1
von 300 Molekulen fluoreszenzmarkiert ist, betrdgt Abstand zwischen 2 Fluorophoren ca.
0.05 pm, was wesentlich kleiner ist als die opesdhuflosung der CFM. Findet keine
Aggregation statt, so wuirden die Fluorophormolekgleichmafig verteilt sein und die
Insulinschicht erschiene dann mit einer homogeneltigheit. Da dies jedoch nicht der Fall ist,
kénnen amorphe Insulinaggregate mit einer Gréf3e can0.5 um anhand der CFM-Bilder
angenommen werden. Diese Beobachtung steht imdgigkhit den TIRF-Mikroskopiebildern
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in Abbildung 4.36, auf welchen ebenfalls amorph@wgate zu sehen sind. Nach der Zugabe
von Insulinkeimen zur Lésung, welche die Multis¢tiicPDDA-PSS-(INns-PS&)INSajexaPSS)
bedeckt, ist keine sichtbare Anderung des Aggregathusters von Insulin zu sehen (siehe
Abbildung 4.42, Bild (B)), was mit den entsprechemd@TR-FTIR-Spektren in Abbildung 4.32
in guter Ubereinstimmung steht. Wie auch bei deRFFMikroskopieexperimenten waren die
Insulinkeime nicht fluoreszenzmarkiert und demerspend nicht sichtbar in den CFM-

Experimenten. Alle in den CFM-Bildern sichtbarenruBturen gehen aus den zuvor

adsorbierten Insulinmolekilen hervor.

Weiterhin wurde die Multischicht PDDA-PSS-(Ins-P&Bisaexa, bei der Ingexa die oberste
Schicht bildet, hinsichtlich der keiminduzierterbflibildung untersucht (siehe Abbildung 4.43
(C.D)).

Abbildung 4.43. CFM-Bilder der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-PS3)saiexa (C,D) adsorbiert
auf einem Deckglas. Bild (C) zeigt die Multischiokdr und Bild (D) nach der Zugabe von
nicht fluoreszenzmarkierten Insulinkeimen (5 pmkBal). Nur die IngexaSchicht beinhaltet
fluoreszenzmarkierte Insulinmolekile.

Wahrend die Ingexs-Schicht eine amorphe Struktur vor der Zugabe dlgulinkeimlésung zeigt

(siehe Abbildung 4.43, Bild (C)), sind nach der Zbg fibrillare Strukturen sichtbar (siehe
Abbildung 4.43, Bild (D)). Da Insulinkeime keindubreszenzmarkierung aufweisen, gehen
die beobachteten Fibrillen aus der Umwandlung deoibierten Insulinmolekile der obersten,
dem LAsungsmittel exponierten Schicht hervor. Eeiteves Bild ist im Anhang in Abbildung

7.13 dargestellt. Wie anhand in Abbildung 4.43dBiD) zu sehen ist, besitzen die Fibrillen
eine Lange von einigen Mikrometern und bilden eueizimensionales Netzwerk aus. Obwohl
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4.1 Aufbau und Aggregationsverhalten von InsutiiPolyelektrolytmultischichten

das Netzwerk durch Insulinkeime ausgelost wurderd wseine Geometrie durch die
Multischicht, welche als Templat dient, kontroltier

Analoge Bilder wurden fur die Multischichten PDDA8-(Ins-HA)-(InSajexa-HA) und PDDA-
PSS-(Ins-HA)-Insaexa aufgenommen (siehe Abbildung 4.44 und 4.45).

Abbildung 4.44. CFM-Bilder der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HAJInSaexa-HA) (A, B)
adsorbiert auf einem Deckglas. Bild (A) zeigt diault¥schicht vor und Bild (B) nach der
Zugabe von nicht fluoreszenzmarkierten Insulinkein® pm Balken). Nur die InagxaSchicht
beinhaltet fluoreszenzmarkierte Insulinmolekile.

Im Falle der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HA{INSaexa-HA) liegt Insulin zwischen zwei HA-
Schichten (siehe Abbildung 4.44, Bild (A)), wobeich der Zugabe der Insulinkeime keine
signifikante Anderung in der Morphologie der Insalggregate erfolgt (siehe Abildung 4.44,
Bild B). Das Ergebnis stimmt mit den Resultaten deas ATR-FTIR-Spektren in Abbildung
4.33 uberein. Im Gegensatz dazu resultiert einebikding fibrillarer Aggregate, wenn die
Insaiexa-Schicht die oberste Schicht darstellt (siehe Ahinl 4.45, Bild (D)). Bild (C) zeigt die
Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HA)InsaexaVOr der Insulinkeimzugabe.
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Abbildung 4.45. CFM-Bilder der Multischicht PDDA-PSS-(Ins-HA)NSxexa (C, D) adsorbiert
auf einem Deckglas. Bild (C) zeigt die Multischickdr und Bild (D) nach der Zugabe von
nicht fluoreszenzmarkierten Insulinkeimen (5 pmkga). Nur die Ingexa-Schicht beinhaltet
fluoreszenzmarkierte Insulinmolekile.

Der relativ schwache Kontrast in Abbildung 4.45 tgedrmutlich aus einer grof3eren Fraktion
von nicht fibrillaren Insulinmolektlen und einer walistandigen Umwandlung der IQ&a-
Schicht hervor. Die Reproduktion der AufnahmenstAnhang in Abbildung 7.14 dargestellt.

4.1.6 Schlussfolgerung aus dem Experimenten mit B@lektrolyt-Insulinmultischichten

In diesem Teil der Arbeit wurden die intrinsischgghegation und die Eigenschaften von
Insulin in Polyelektrolytmultischichten untersucblie Idee dieser Untersuchungen liegt in der
Anwendung solcher Polyelektrolytmultischichten &&mplat zur Kontrolle der Geometrie der
gebildeten Insulinnetzwerke. Das Ergebnis diesdéeArzeigt einen erfolgreichen Aufbau von
Insulin-Polyelektrolytmultischichten, bei welchemsulin alternierend mit PSS bzw. HA
abgeschieden wird. Die praparierten Multischichteurden hohen Temperaturen, niedrigen
pH-Werten und Amyloidkeimen zur Induzierung laterahggregation von Insulin ausgesetzt.
Die erhaltenen Daten deuten auf eine erhOhte A@gjeg von Insulin hin, wenn die
Multischichten auf 70 °C erhitzt werden. Nach eemdStunden bei einer erhéhten Temperatur
erfolgt ein Stopp der Aggregation, und es reswtieeher amorphe Aggregate als fibrillare
Strukturen. Dieses Verhalten deutet auf eine stergalin-Polyelektrolyt Wechselwirkung hin,
welche die konformelle Energielandschaft von Insutiodifiziert. Werden Amyloidkeime zu
denjenigen Multischichten, bei denen die Insulinduh die oberste Schicht bildet,
hinzugegeben, so kann eine partielle Ausbildungilliper Strukturen induziert werden.
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Demnach zeigen diese Experimente die Fahigkeit fPahyelektrolytmultischichten, als
Templat fur die Praparation zweidimensionaler Netke aus aggregierten Insulinmolekilen,
welche als biokompatible und biologisch abbaubalgatllinnschichten verwendet werden

kdnnten, zu dienen.

4.2 Druckabhéangige Proteinentfaltung — Fluoreszenpgktroskopie

Teile der in diesem Kapitel vorgestellten Ergebmissirden in Referenz 171 verdéffentlicht.
4.2.1 Messungen mit N-Acetyl-L-tryptophanamid NATA

In Abbildung 4.46 sind auf die jeweiligen spektralglaxima normierte Fluoreszenzspektren
von NATA bei Driicken von 1 bis 2500 bar dargest@&ie maximalen Intensitaten liegen im
Bereich um caZ = 360 nm. Die druckabhangige Anderung der LageFdigoreszenzspektren

ist relativ gering, jedoch ist mit einem steigend®mck eine kontinuierliche Rotverschiebung
zu erkennen.

1.0-

2.5kbar
0.8-

0.64

Intensitat

0.44

0.04

' ' " ' " '
280 320 360 400 440
Al nm

Abbildung 4.46. Druckabhangige Rotverschiebung normierter Flu@nezszpektren von NATA
mit einer Konzentration von (NATA) = 5.9 uM in 10 mM Bistris-Puffer bei pH 7 dreiner
Temperatur von 25 °C.
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Dieser Druckeffekt tritt bei einer Vielzahl von Brophoren auf und kann durch die sog.
Lippert-Mataga-Gleichung (50), die gegeben ist als

V, -V, =— + Konstante 50
AP T hel2e+1 2n?+1 a (50)

. 2(8—1 _ n2—1j(uE—uG)2
erklart werden. Dabei idt das Plancksche Wirkungsquantuengdie Lichtgeschwindigkeita
der Radius der Kavitat, in welchem sich der Flubapbefindetg die Permittivitat unch der
Brechungsindex des Losungsmittelsgg und pg das Dipolmoment des Fluorophors im
angeregten bzw. im Grundzustand und und v die Wellenzahlen der Absorption bzw.

EmissionMit steigendem hydrostatischen Druck steigt ebé&nfddr Wert der Permittivitat des
Losungsmittels, was eine Vergro3erung der Welleddédrenz und somit eine groRRere
Rotverschiebung zur Folge hat.

Die druckabhangigen Anderungen der Fluoreszenzspekion NATA wurden ebenfalls in
Gegenwart von Harnstoffzusatzen miHarnstoff) = 1 bis 6 M, aber auch in Gegenwart von
Ludox AM Partikeln untersucht. In der Abbildung 4.4ind die Fluoreszenzintensitaten bei
einer Wellenlange von 380 nm als Funktion des Dsumkfgetragen. Diese Intensitdten gehen
aus der Normierung der Spektren auf ihre jeweiligdsxima hervor. Zur Korrektur aller
folgenden Entfaltungskurven wurde jedoch nur diesddeg ohne Harnstoffzusatz und ohne
Ludox AM bertcksichtigt, da kein signifikanter Urdehied in den druckabhéangigen
Intensitatsanderungen in Gegenwart bzw. in Abwesienfon Harnstoff oder Ludox AM-
Partikeln vorliegt. Die Unterschiede in den Intéfi®n bei einem betrachteten Druck gehen aus
experimentellen Ungenauigkeiten hervor.

Um den intrinsischen Druckeffekt auf den Proteiafbphor Tryptophan fir alle folgenden
Daten aus der Hochdruck-Fluoreszenzspektroskopibeziicksichtigen, wurde zunéchst die
Steigung der Ausgleichsgerade fir NATA ermittelt. erD y-Achsenabschnitt der
Ausgleichsgerade wurde auf null verschoben. InRlateinentfaltungskurven wurde so nur die

druckabhangige Anderung des Tryptophans durch &ktin korrigiert. Es resultiert die
Geradengleichungj,g, yar, =1.9010° p/bar.
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0829 NATA
e + 1 M Harnstoff
A+ 2 M Harnstoff
0.804 v+ 3 M Harnstoff
<4 + 4 M Harnstoff
» +5 M Harnstoff
0.78 ¢ + 6 M Harnstoff
c e + Ludox AM
S 0.76- ¢ + Ludox AM, 2 M Harnstoff
2 ' * + Ludox AM, 4 M Harnstoff ’ ]
- linearer Anpassung von NATA §
0.74-
0.72-
0.704
L] v L] v L] v L] v L] v L] v
0 500 1000 1500 2000 2500
p/ bar

Abbildung 4.47. Druckabhangige Intensitatsdnderungenibei380 nm von NATA ohne und
mit Harnstoffzusatzen sowie in Gegenwart von Ludd#. Die Steigungen in Gegenwart von
Harnstoff bzw. Ludox AM zeigen keine signifikantederung zur Messung des reinen NATA.

4.2.2 Messung des Adsorptionsgrads von SNase bzwysbzym auf Ludox AM bzw.
Ludox AS

Wie in Punkt 3.2.6.2 beschrieben, wurden jeweil®l3 Probenvolumen angesetzt und in die
Zentrifugenrohrchen gefiillt. Nach der Zentrifugatiurde der Uberstand entnommen und
UV-Absorptionsspektren im  Wellenlangen von 265-350m aufgenommen. Alle
Absorptionsspektren wurden nach der jeweiligen @kbibn der Untergrundspektren
ausgewertet. So wurde fur die SNase in Ldsung atdergrundspektrum ein UV-
Absorptionsspektrum des 10 mM Bistris-Puffer aufgamen, fir SNase auf Ludox AM
hingegen wurde eine Suspension, welche zunachdtudox AM enthielt, in gleicher Weise
wie die proteinhaltige Probe zentrifugiert und ti&Absorptionsspektrum des Uberstands als
Untergrundspektrum verwendet. Fur alle anderen dératurden analoge Untergrundspektren

aufgenommen.
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Abbildung 4.48. UV-Absorptionsspektren von SNase in Losung undlLaufox AM bzw. AS
nach Zentrifugation mit 60000 g. Adsorbierte SNagel durch die Zentrifugation komplett
aus der Losung entfernt. Nicht adsorbierte SNasibtih Losung. Es liegt ein Adsorptionsgrad
> 98 % vor.

In Abbildung 4.48 sind beispielhaft Absorptionssijpek der Uberstande nach der
Zentrifugation dargestellt. Es ist zu erkennensdallase im geldsten Zustand eine sehr hohe
Absorptionsintensitat aufweist, wohingegen nachAtsorption auf Ludox AM bzw. AS ohne
und in Gegenwart von 3 M Harnstoff keine Absorptidimer den gesamten Wellenlangen-
bereich zu sehen ist. Das bedeutet, dass im Ubdrstain Protein vorhanden ist und
dementsprechend komplett auf den Nanopartikelnraasbsein muss.

Anhand der Tabelle 4.13 ist zu erkennen, dasSNase bzw. Lysozym in Losung vor und
nach der Zentrifugation die Konzentrationen nahemwerandert bleiben. Im adsorbierten
Zustand hingegen liegen sehr niedrige Konzentratidm Uberstand vor. Der Adsorptionsgrad
fur die beiden Proteine auf Ludox AM / AS ist ifeal Fallen >98 %. Die Konzentrationen
wurden mithilfe der molaren Extinktionskoeffizientéiir SNases,s(SNase) = 15600 Nem*
und LysozymesgoLysozym) = 38700 Mcm* berechnet:>%172
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Tabelle 4.13. Mittels der depletion methoduntersuchte Adsorptionsgrade von SNase und
Lysozym auf Ludox AM bzw. Ludox AS.

Konzentration Anteil im Adsorptionsgrad
Probe Aogo im Uberstaqd Oberstand in % i %
c/mg-mL
SNase in Losung vor und nach 0.1009 0.109 100 )
Zentriguation ' '
SNase auf LudoxAM (1:100) 0.0015 0.0016 1.5 98.5
SNase auf LudoxAM (1:100)

+ 3 M Harnsotff 0 0 0 100
SNase auf LudoxAS (1:100) | 0.0014 0.0014 1.2 98.8
Lysozym in Losung vor 0.955 0.095 100 i

Zentrifugation ' '
Lysozym in Losung nach 0.9513 0.0936 98.53 i
Zentrifugation ) ) )
Lysozym auf LudoxAM (1:11) 0 0 0 100
Lysozym auf LudoxAM (1:11)
+ 3 M Harnstoff 0 0 0 100

4.2.3 Volumenanderung von SNase in Losung

Zur Bestimmung der Volumenanderung von SNase imosgeh Zustand wurden
Fluoreszenzspektren bei Driicken von 1 bar bis 20 2&r in 200 bar-Schritten aufgenommen.
Diese Messung wurde ebenfalls in Gegenwart vonudd 1 M Harnstoff durchgefuhrt. In
Abbildung 4.49 sind beispielhaft die gemessenenrekzenzspektren von SNase in Gegenwart
von 1 M Harnstoff dargestellt. Mit steigendem Druckind eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat und eine Rotverschiebungplektralen Maxima zu sehen. Die Abnahme
der Fluoreszenzintensitdt geht einerseits aus dgvodttion der Tryptophanreste zum
umgebenden Wasser und der damit einhergehendegersien Polaritat der Umgebung,

andererseits aber auch aus der steigenden Perfdittiles Wassers mit steigendem Druck
hervor.
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Abbildung 4.49. Gemessene Fluoreszenzspektren von SNase mit &paeentration
0.1 mg/mL in Gegenwart von 1 M Harnstoff. Eine Rwschiebung sowie eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat mit steigendem Druck sindrkennen.

Anschlieiend wurden diese Fluoreszenzspektren taef jeweiligen Maxima normiert. In

Abbildung 4.50 sind die normierten Spektren aus illbing 4.49 dargestellt. Bei einer

konstanten Wellenlange von 380 nm ist eine groRdefumg der Intensitat mit steigendem

Druck zu erkennen, was die Denaturierung der Rrotelekile widerspiegelt. Zur Bestimmung

der Volumenanderung bei der Denaturierung von SNasede die Anderung der

Fluoreszenzintensitat bei einer Wellenlange vonr@8als Funktion des Drucks betrachtet.
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Abbildung 4.50. Normierte Fluoreszenzspektren von SNase mit el@mzentration von
0.1 mg/mL in Gegenwart von 1 M Harnstoff. Die gefdtdruckabhangigen Anderungen der
Intensitaten liegen bei einer Wellenlange iim 380 nm.

In Abbildung 4.51 sind die normierten Intensitatesi A = 380 nmals Funktion des Drucks
aufgetragen, wobei die Druckabhangigkeit des Tmypéms anhand der druckabhangigen
Intensitatsanderung von NATA bereits bertcksichtigtde. Zu diesem Zweck wurde von den
druckabhangigen Fluoreszenzintensitaten der SNeise=©380 nm die jeweiligen Intensitaten

bei entsprechendem Druck subtrahiert nach

| 330(P) = I 380nasel P) — I 380nata (P) (51)

Mit steigender Harnstoffkonzentration ist eine diebhé Verschiebung des sigmoidalen
Kurvenverlaufs zu niedrigeren Dricken hin zu erl@anmn Durch sigmoidale Kurven-
anpassungen wurden die Plateauwerte der gelostaseSN Gegenwart von 0.5 M bzw. 1 M
Harnstoff ermittelt, wobei fur die Intensitat desfgjteten Zustandes ein gemittelter Wert von
It = 0.276 resultiert.
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Abbildung 4.51. Fluoreszenzintensitditen von SNase mit einer Kanagon von
¢ = 0.1 mg/mL beil = 380 nm ohne und mit 0.5 bzw. 1 M HarnstoffzusataenpH 7 und

T = 25 °C. Mit steigender Harnstoffkonzentration wligbt sich der Entfaltungsdruck zu
kleineren Driicken.

Die Ermittlung der Fluoreszenzintensitgtdes entfalteten Zustandes erfolgte durch sigmeidal
Kurvenanpassungen sowohl der gelésten SNase inn@&agevon 1 M Harnstoff als auch der
auf Ludox AM adsorbierten SNase. Zu diesem Zweckrdem bei unterschiedlichen
Harnstoffkonzentrationen die oberen Plateauwerihent und gemittelt. Es resultiert ein
Wert vonl,av = 0.581. Im Falle der Messungen mit Ludox AS wuard®maloge sigmoidale
Anpassungen durchgefuhrt. Es resultiert ein Went ks = 0.574. Zur Bestimmung des

Entfaltungsvolumens eines Proteins gelten folgghdemodynamische Zusammenhéange:

I, = 1(p)

AG? =-RTInK, = -RTIh———*~ (52
1(p) -1,
und
(aAG“j =AV, (53)
op ),
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Dabei ist AG.] die Standard-Entfaltungs-Gibbsenergl€, die Gleichgewichtskonstante der
Proteinentfaltungls undl, die Intensitaten des gefalteten bzw. entfaltetestahds und(p) die
Intensitat bei einem Drugh Die Berechnung der Standard-Entfaltungs-Gibbspa&G; fur

unterschiedliche Dricke liefert letztlich die maakolumenanderung\V,. Mithilfe der

Intensitaten bei 380 nm wurden durch Anwendung @eichung (52) die Werte flr die

Standard-Entfaltungs-GibbsenergiA; berechnet. Aus der Messung von SNase mit einem

0.5 M bzw. 1 M Harnstoffzusatz wurden die berecbnéetVerte furAG; als Funktion des

Drucks aufgetragen. Da Harnstoff keine Auswirkung die Volumenanderung eines Proteins

bei einer Druckdenaturierung aufweist, koénnen ausn dobeiden Auftragungen die

Entfaltungsvolumina bestimmt werdéh.">*"
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Abbildung 4.52. Standard-Entfaltungs-Gibbsenergie von SNase in Gege von 0.5 und 1 M
Harnstoff bei Driicken von 400 bis 2200 bar. Die Kemtration der SNase betrafSNase) =
0.1 mg/mL bei pH 7 und = 25 °C.

Aus der Auftragung resultiert eine lineare Beziafjuwobei die Steigung\V, und der y-

AchsenabschnitAG/(p,) liefert. Der mittlere Entfaltungsdrucf, ist derjenige Druck, bei

dem AG; = 0 ist. Aus dem linearen Fit fir SNase in Gegehwan 0.5 M Harnstoff ergibt sich
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fur die Anderung des molaren Proteinvolumens eimt\Wen aAaG“ =AV,=-70 + 2 mL mof*
p
und fur den 1 M Harnstoffzusatz ein Wert vax, = -76 mL mol’. Das mittlere

Entfaltungsvolumen von -73 mL mblliegt in guter Ubereinstimmung mit Literaturdaten,

welche im Bereich von -70 bis -94 mL ridiegen®®>"*%1"Vjie erwartet, sinken sowohl die

Standard-Entfaltungs-Gibbsenergie bei 1 8B, (p,) , als auch der mittlere Entfaltungsdruck

mit steigender Harnstoffkonzentration (siehe Tabdlll4).AG] (p, )wurde durch Extrapolie-

rung auf pp = 1 bar bestimmt. Die Gro3enordnung der Volumeré&nty von SNase mit einem
Wert von -73 mL mot liegt im Bereich von weniger als 1 % des molaresiuvhens eines
SNase-Molekils. Diese Volumenanderung liegt im Bérgon nur ca. 4 Wassermolekilen pro
SNase-Molekule. Dementsprechend liegt fur gefgltettive Proteine eine sehr dichtgepackte
Struktur vor, und nur kleine Defektvolumina werddarch Wassermolekile im Zuge der

Denaturierung aufgefullt.

4.2.4 Volumenanderung von SNase im adsorbierten Ztad

Um die Anderung des molekularen Volumens adsomsieRroteine zu bestimmen, wurde
SNase auf Ludox AM-Partikeln, wie in Punkt 3.2.@dschrieben, adsorbiert. Aufgrund der
eingelagerten Al-lonen liegt eine hohe negative Oberflachenladueiglindox AM vor, so
dass in erster Linie elektrostatische Wechselwigaimzwischen Proteinen und der Grenzflache
zur Adsorption fihren. In Abbildung 4.53 sind begtpaft die gemessenen Fluoreszenz-
spektren zu sehen, welche noch nicht untergruniferr wurden und somit relativ hohe
Intensitaten bei niedrigen Wellenlangen aufgrund Wachtstreuung durch die Nanopartikel
aufweisen. Diese hohen Lichtstreueffekte in denkBee wurden durch die Messung eines
reinen Ludox AM - Spektrums bei vergleichbarer Kemization korrigiert. Das Ludox AM-
Spektrum wurde vorher mit einem willktrlichen Faktoultipliziert, um Fluoreszenzspektren
zu erhalten, die im Wellenlangenbereich um 300 nnere Anstieg der Fluoreszenz zum

Maximum der Fluoreszenzbande hin aufweisen.
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Abbildung 4.53. Fluoreszenzspektren von adsorbierter SNase aufoX.udM bei
hydrostatischen Driicken von 1 - 2500 bar. Die Katragion von SNase betrag{SNase) =
0.1 mg/mL bei pH = 7 und = 25 °C. Das Verhaltnis von Ludox AM : SNase igtD (v/v).
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Abbildung 4.54. Fluoreszenzspektren von adsorbierter SNase aldX_AM nach Subtraktion
der Lichtstreuintensitat und anschlieRender Gl&ttun
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In Abbildung 4.54 sind untergrundkorrigierte undgigetete Spektren adsorbierter SNase zu
erkennen. Deutlich zu erkennen sind die Verschigbdar Intensitatsmaxima sowie eine
allgemeine Abnahme der Intensitaten mit steigend@rack. Im Folgenden wurde eine

Normierung auf das jeweilige Maximum durchgeflilrelie Abbildung 4.55).
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Abbildung 4.55. Normierung von Fluoreszenzspektren adsorbierteasMwuf Ludox AM bei
Driicken von 1 bis 2500 bar.

Auch in diesem Fall ist ein druckabhangiger Anstileg Intensitat bei einer Wellenlange von
380 nm zu sehen. Diese Intensitatsdnderung repiggaten Entfaltungsgrad von adsorbierter
SNase. Diese Messungen wurden mit unterschiedlielaenstoffzusatzen von 1, 2 und 4 mol/L
wiederholt. In der folgenden Abbildung 4.56 sin@ diormierten Intensitaten bei= 380 nm

unterschiedlicher Messreihen von adsorbierter bpeloster SNase bei verschiedenen

Harnstoffkonzentrationen zwischen 0 bis 4 M zu sehe
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Abbildung 4.56. Vergleich normierter Intensitaten béi = 380 nm von gel6ster bzw.
adsorbierter SNase mit unterschiedlichen Harristotfentrationen im Vergleicho(SNase

geldst in HO ohne und mit 1 M Harnstof@ adsorbiert auf Ludox AM ohne Harnstof& mit
1 Harnstoff;m mit 2 M Harnstoff; ¥ 4 M Harnstoff).

Wie im Diagramm zu erkennen ist, resultiert beeeingegebenen Druck und einer gegebenen
Harnstoffkonzentration eine erh6hte Fluoreszenmsitét bei 380 nm fur SNase im
adsorbierten Zustand relativ zur SNase in Losunigs® erhohte Intensitat geht aus der
groBeren Rotverschiebung der Tryptophan-Fluoresmemde und demnach einem grélieren
Entfaltungsgrad der SNase im adsorbierten Zustamndoh Mit anderen Worten erfolgt eine
Verringerung der thermodynamischen Stabilitdt desfageten SNase im Zuge des
Adsorptionsprozesses. Mit steigender Harnstoffkotration ist eine zusatzliche
Rotverschiebung bei vergleichbaren Dricken zu erken Alle Kurven laufen bei hohen
Dricken zu einem vergleichbaren Plateau zusamnemsed Intensitat Gber eine Mittelung der

sigmoidalen Kurvenanpassungen bestimmt wurde. DdielAnwendung von Gleichung (52)
wurden die Standard-Entfaltungs-Gibbsenergi®@’ aus den Intensitdten bei 380 nm

berechnet.
In Abbildung 4.57 sind die Auftragungen der Staddantfaltungs-Gibbsenergien als Funktion
des Drucks fur SNase, welche auf Ludox AM in Abwdsat und in Gegenwart von Harnstoff
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abgeschieden wurde, aufgetragen. Die linearen Aunpgen wurden extrapoliert, so dass die
Standard-Entfaltungs-Gibbsenergien Ipgi= 1 bar bestimmt werden konnten.
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Abbildung 4.57. Standard-Entfaltungs-Gibbsenergie von gelGster asfsorbierter SNase auf
Ludox AM bei Dricken von 200 bis 2200 bar(§Nase) = 0.1 mg/mL; pH 7; = 25 °C), 6
SNase gelost in # mit 1 M Harnstoff; e adsorbiert auf Ludox AM ohne und mit Harnstoff).

Die Volumenénderung der Proteinentfaltung im adsotén Zustand ist unabhangig von der
Harnstoffkonzentration, wie es auch bei gel6osteasiNder Fall ist. Dadurch ist es mdglich
einen Mittelwert eines Entfaltungsvolumens von abisoter SNase zu berechnen. Im Falle des
2 M Harnstoffzusatzes ist eine verlassliche thewynadcische Analyse nicht moglich, da die
Gegenwart einer solch hohen Harnstoffkonzentradias Entfaltungsgleichgewicht von SNase
zu stark verschiebt. In Gegenwart von 2 M Harndte{jt offenbar ein deutlich gro3erer Betrag
der Steigung im Vergleich zum 0 bzw. 1 M Harnstoffatz vor. Fir die adsorbierte SNase auf
Ludox AM ergeben sich fur den 0 bzw. 1 M Harnstoffatz Volumenanderungen im Bereich
von -38 bzw. -43 mL mdl, so dass ein Mittelwert von -41 mL rifofesultiert. Alle weiteren
thermodynamischen Parameter sind in Tabelle 4 djedtellt.

Anstatt mit Ludox AM- wurden Messungen auch mit axd AS-Silicananopartikeln

durchgefuhrt. Aufgrund des geringerésPotentials liegen im Falle von Ludox AS deutlich
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groBere hydrophobe Wechselwirkungen im VergleichLmdox AM vor. Die Messungen
wurden mit Ludox AS unter gleichen Bedingungen magor durchgefuhrt. Es zeigen sich sehr
ahnliche Ergebnisse verglichen zu Ludox AM. In Abbihg 4.58 sind die Intensitaten bei einer
Wellenléange von 380 nm von geldster und adsorbi&iase auf Ludox AS in Gegenwart von
0, 1 und 2 M Harnstoff dargestellt.
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Abbildung 4.58. Vergleich normierter Intensitaten béi = 380 nm von gel6ster bzw.
adsorbierter SNase auf Ludox AS mit unterschiedicHarnstoffkonzentrationen im Vergleich

(o SNase gelost in # ohne und mit 1 M Harnstoffe adsorbiert auf Ludox AS ohne
Harnstoff; A mit 1 M Harnstoff;m mit 2 M Harnstoff).

Auch in diesem Fall sind die Intensitaten der abigoten SNase bei konstantem Druck und
gleicher Harnstoffkonzentration deutlich hoher iatsgelosten Zustand, was auf den grof3eren
Entfaltungsgrad zurlckzufuhren ist. Alle Intenstiatlaufen bei hohen Dricken auf einen

gemeinsamen Plateauwert zu, dessen Wert sich,exgtd oben erwahnt, durch die Mittelung

von sigmoidalen Anpassungen an die Entfaltungskumneibt. Die berechneten Werte der

Standard-Entfaltungs-Gibbsenergien wurden als Rkoamktdes Drucks aufgetragen (siehe

Abbildung 4.59). Es liegen vergleichbare Werte \ile die Messungen in Gegenwart von

Ludox AM vor.
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Abbildung 4.59. Standard-Entfaltungs-Gibbsenergie von geltdster agwbrbierter SNase auf
Ludox AS bei Drucken von 1 bis 2500 bafSNase) = 0.1 mg/mL; pH T;= 25 °C), @ SNase
gel6st in HO mit 1 M Harnstoff;e adsorbiert auf Ludox® AS-40 ohne und mit 1 bzw. 2 M
Harnstoff).

Im Falle des 2 M Harnstoffzusatzes ist auch in eafiesFalle keine verlassliche
thermodynamische Analyse moglich, da das Entfakglaychgewicht von SNase zu stark in
Richtung des denaturierten Zustandes verschobegimnstieutlich groRerer Betrag der Steigung
im Vergleich zum 0 bzw. 1 M Harnstoffzusatz liegerbei vor. Fir die adsorbierte SNase auf
Ludox AS ergeben sich fiur den 0 bzw. 1 M Harnstegttz Volumendnderungen im Bereich
von -28 bzw. -36 mL mdl, so dass der Mittelwert bei -32 mL roliegt. Alle weiteren

thermo-dynamischen Parameter sind in Tabelle 4atgedtellt.
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Tabelle 4.14. Anderung der molaren Volumina, Standard-Entfalfi@gobsenergien und
mittlere Entfaltungsdriicke von adsorbierter bzwosgger SNase.

SNase AV, ! (mL-mol®) AG /(kJ-mol") p,/kbar
Volumenanderung in ¥0; pH 7; 0.5 M Harnstoff -70+7 16+2 2.3
Volumenanderung in ¥0; pH 7; 1 M Harnstoff -7618 12+2 1.6
Mittelwert -73+10
adsorbiert auf Ludox AM; pH 7; 0 M Harnstoff -38+8 3.8t1 1.2
adsorbiert auf Ludox AM; pH 7; 1 M Harnstoff -43+8 2.611 0.7
adsorbiert auf Ludox AM; pH 7; 2 M Harnstoff -88 0.6x1
Mittelwert fur O und 1 M Harnstoff -41+11
Adsorptionsvolumen bei pH 7 -32
adsorbiert auf Ludox AS; pH 7; 0 M Harnstoff -28+6 2.7+1 0.9
adsorbiert auf Ludox AS; pH 7; 1 M Harnstoff -36+7 1.9+1 0.5
adsorbiert auf Ludox AS; pH 7; 2 M Harnstoff -56 1.1+1
Mittelwert fir O und 1 M Harnstoff -3219
Adsorptionsvolumen bei pH 7 -41

In Tabelle 4.14 ist zu sehen, dass das Entfaltolgswen der SNase einen deutlich geringen
Betrag aufweist, wenn die Proteinmolekile im adsotbn Zustand vorliegen. Werden die
mittleren Entfaltungsvolumina im adsorbierten Zuostawelche im Falle von Ludox AM bei
-41 mL mol* und Ludox AS bei -32 mL mdlliegen, mit derjenigen in Lésung, welche bei
-73 mL mot* liegt, verglichen, so liegt scheinbar ein groR&el& durch die Adsorption vor.
Demnach fihren Wechselwirkungen zwischen Proteineal Grenzflachen zu starken
Volumenanderungen. In vielen Proteinadsorptionsstudvurde gezeigt, dass hydrophobe
Grenzflachen am starksten mit Proteinen wechsebnirlAuch dieser Effekt zeigt sich hier
anhand des starkeren Effekts auf die Volumenadndemon SNase auf den Ludox AS-
Partikeln, welche eine geringere Oberflachenladaisg.udox AM aufweisen. Weiterhin wird
die Standard-Entfaltungs-Gibbsenergie der SNase lbeédar durch die Adsorption auf
Silicapartikeln drastisch verringert. Diese Ergebei implizieren eine Stabilisierung der
entfalteten Konformation der adsorbierten SNasehd@renzflachenwechselwirkungen.

Die Ergebnisse kdnnen weitere Information Uber da@lsorptionsprozess der SNase auf
Silicapartikeln liefernAus der Differenz der Entfaltungsvolumina in Losumgl derjenigen im

adsorbierten Zustand kann unter der Annahme einesizdstandsprozesses und unter der
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Annahme gleicher molarer Volumina sowohl der geldstls auch der adsorbierten SNase im
entfalteten Zustand die Volumenénderung durch ddsofptionsprozess auf den jeweiligen
Grenzflachen berechnet werden. Im Zuge des Adsmgprozesses erfolgt damit eine
Volumenanderung von -32 mL mbfir SNase auf Ludox AM und fir SNase auf Ludox AS
ein Wert von -41 mL mdl. Das bedeutet, dass auf der hydrophoberen Greheflder Ludox
AS- Partikel der Denaturierungsgrad grof3er istaais der polareren Grenzflache der Ludox
AM-Partikel. Aus diesen Parametern kann ein Voludiggramm erstellt werden, in welchem
die Volumenénderungen durch den Adsorptionsprozesgjie die Volumenanderungen durch

den Entfaltungsprozess aufgefuhrt werden (siehelddoig 4.60).

Volumen / mL mot

in Losung adsorbiert auf Ludox AM / AS

‘ gefaltet ‘ gefaltet in L6ésung
l -32/41
-73 ‘ adsorbiert und
partiell entfaltet
l -41/32
@ entfaltet @ entfaltet

c

Abbildung 4.60. Volumendiagramm von SNase. In Losung wird das mneoMolumen der
SNase um -73 mL mdldurch Druckdenaturierung verringert. Im adsorkierZustand auf
Ludox AM / AS erfolgt eine geringere Volumenandegwon -41 bzw. -32 mL mdl Die
Differenz der Volumenanderungen im geldsten sowe adsorbierten Zustand liefert die
Volumenanderung durch den Adsorptionsprozess.
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4.2.5 Effekt des pH-Wertes auf die druckabhangige iifaltung von adsorbierter SNase

Weiterhin wurde der Einfluss des pH-Werts auf dreacdabhangige Proteinentfaltung von
SNase untersucht. In Abbildung 4.61 sind normibrtensitaten bei einer Wellenlange= 380

nm von geloster SNase(ENase) = 0.1 mg/mL) bei pH 6, 7, 10 und 11 beeeifremperatur
von 25 °C zu sehen. Im Allgemeinen kann gesagt everdass bei pH 6, 7, 10 und 11 keine
signifikanten Unterschiede auftreten. Fur gelostetdthe werden die Entfaltungsvolumina
nicht maRgeblich durch die Anderung des Ladungandsts beeinflusst, was bedeutet, dass die

Elektrostriktion nur einen sehr geringen Beitrag Riuckdenaturierung beitragt.
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Abbildung 4.61. Vergleich von normierten Intensitaten et 380 nm von SNase in Lésung
bei unterschiedlichen pH-Werten. Die Konzentratien SNase lag be&(SNase) = 0.1 mg/mL.

Die Messung erfolgte bei einer konstanten Tempenrain 25 °C @ pH 6; @ pH 7, A pH
10;v pH 11).

Im Falle der adsorbierten SNase zeigt eine Veramderdes pH-Wertes deutlich groRRere
Effekte auf die Druckdenaturierung im Vergleich ZsiNase in Losung. SNase wurde auf
Ludox AM adsorbiert und bei pH-Werten von 7, 8,,8%nd 10 bei unterschiedlichen Driicken
gemessen. In der Abbildung 4.62 ist bei einem steign pH-Wert von 7 bis 10 im
Allgemeinen eine Rotverschiebung gleichem Druclekennen.
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Abbildung 4.62. Vergleich normierter Intensitaten ber 380 nm von geldster SNase jeweils
bei pH 7 und pH 10 sowie von adsorbierter SNasepbki7, 8, 8.5, 9 und 1(SNase) =
0.1 mg/mL;T = 25 °C; Verhaltnis Ludox AM : SNase, 1:100 (v/v))

In vielen Proteinadsorptionsstudien wurde der Apsonsgrad als Funktion des pH-Wertes
gemessen, wobei der grofite Bedeckungsgrad im Adgesn in der Nahe des isoelektrischen
Punkts des Proteins liegt, bei welchem die Nettolgdgleich Null ist’®'"” Unter diesen
Bedingungen liegen sehr geringe laterale ProtemeRr-Wechselwirkungen innerhalb einer
adsorbierten Schicht vor, und es kommt zu einativetlichten Packung von Proteinen an einer
Grenzflache. Jedoch kdnnen auch Protein-Grenzffaiechselwirkungen durch den pH-Wert
verandert werden.

Im Falle von pH = 6 (Daten sind nicht gezeigt) uieder resultiert eine sichtbare Tribung der
Probe, welche aus der Aggregation der proteinbedeclSilicapartikel hervorgeht. Ein
vergleichbarer pH-Effekt wurde ebenfalls fiir Lysoeilica-Dispersionen gefundéff
Dementsprechend wurde der pH-Wert im Bereich venlD variiert. Der obere pH-Wert liegt
in der Nahe des isoelektrischen Punkts der SNaseher bei pH = 9.5 liegt. Dementsprechend
werden durch Erhéhung des pH-Wertes von 7 auf éCeliktrostatischen Wechselwirkungen
zwischen SNase und Silicapartikel verringert, awehn die negative Ladung der Silicapartikel

ansteigt. Wie anhand des Kurvenverlaufs in Abbigluh62 zu sehen ist, steigen die
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Intensitaten mit grol3erem pH-Wert fir SNase im daleaten Zustand an. Dementsprechend
liegt ein hoherer Entfaltungsgrad bei einem hohgridAVert vor, bei denen die Nettoladung
der adsorbierten SNase gering ist. SNase in Losimgegen weist keinen signifikanten pH-
Effekt im pH-Bereich von 7 bis 10 auf.

In Abbildung 4.63 sind die Werte der Standard-Bhifays-Gibbsenergien der adsorbierten
SNase auf Ludox AM bei verschiedenen pH-Werterfalsktion des Drucks aufgetragen. Zur
Berechnung dieser Werte wurde die mittlere Inténsies entfalteten Zustands des Proteins aus
den sigmoidalen Kurvenanpassungen aus Abschni#t #étwendet. Es ist zu erkennen, dass
die Anderungen der Standard-Entfaltungs-Gibbseeergiit steigendem Druck im Falle der
adsorbierten SNase bei allen pH-Werten deutliclmé&lesind als in Lésung. Da die Steigungen
vergleichbare Werte aufweisen, sollten sich dieus@nanderungen der SNase im adsorbierten
Zustand bei unterschiedlichen pH-Werten nicht $iggunt unterscheiden. Zusatzlich erfolgt mit
steigendem pH-Wert eine Abnahme der Standard-HEmigs-Gibbsenergie bei 1 bar im
adsorbierten Zustand. Scheinbar liegen bei einaringerung der Oberflachenladung der
Proteinmolekule starkere Protein-Silica-Wechselwmden vor, die die adsorbierten Proteine in
den entfalteten Zustand lenken. Das fuhrt zur Anmghdass die im Allgemeinen beobachtete
starkere Proteinadsorption in der Na&he des isa&deken Punktes des Proteins durch starke

Protein-Silica-Wechselwirkungen unterstiitzt wirch Tabelle 4.15 sind Anderungen der
molaren VoluminaAV,, die Standard-Entfaltungs-Gibbsenergi®is; und die Entfaltungs-
driickep, fur adsorbierte SNase auf Ludox AM bei verschietepH-Werten aufgefuhrt. Der
pH-Wert weist einen Effekt auf die Standard-Entfiagis-Gibbsenergien von adsorbierten

Proteinen auf, jedoch zeigt sich kein pH-Effekt @i# Volumenanderungen innerhalb der

experimentellen Fehler.
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Abbildung 4.63. Standard-Entfaltungs-Gibbsenergien von geldstdradsorbierter SNase auf
Ludox AM bei unterschiedlichen pH-Werten bei Drickeon 1 bis 2500 barc(SNase) =
0.1 mg/mL;T =25 °C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass auch im adsorbieftestand Proteinladungen, Coulomb-
Wechselwirkungen und Ladungshydratation nicht §igmt zur Volumenanderung beitragen.
Das bedeutet, dass die Eliminierung der Defektvaolamdie grofte Triebkraft bei der
Entfaltung von SNase zu sein scheint. Zur Berechndes Mittelwertes wurden die

Volumenanderungen bei pH 7, 8, 8.5 bertcksichtigt,bei pH = 10 nur vier Datenpunkte
vorliegen.

Tabelle 4.15.AV,, AG, und p, von adsorbierter SNase auf Ludox AM bei unterstifdeen
pH-Werten.

SNase adsorbiert auf Ludox AM AV, [ (mL-mol™) AG; [ (kJ-mol?) pu / kbar
pH 7 -38+8 3.8+1 1.2
pH 8 -34+7 2.0x1 0.6
pH 8.5 -40+8 -0.7+1
pH 10 -54 -20+0.2
Mittelwert -37+13
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4.2.6 Volumenanderung von Lysozym in Losung

Im Vergleich zur SNase besitzt Lysozym (Lys) sedhmgptophanreste, deren Fluoreszenz
jedoch zum grofdten Teil von nur 2 Resten (Trp-6p-108) ausgeht. Zur Untersuchung der
Volumené&nderung von Lysozym bei der Entfaltung vear@ mL einer 0.1 mg/mL Ldsung in
10 mM Bistris-Puffer angesetzt und Fluoreszenzspaektbei pH 7 undT = 25 °C

aufgenommen. Die Spektren wurden mittels gleitenBemchschnitts Uber 5 Datenpunkte

geglattet.
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Abbildung 4.64. Geglattete Fluoreszenzspektren von Lysozym in bhgshei pH 7 und
Dricken von 1 bis 2500 bar(Lys) = 0.1 mg/mLT = 25 °C).

In Abbildung 4.64 sind die Fluoreszenzspektren kggozym in Losung bei Dricken von 1 bis
2500 bar zu sehen. Mit steigendem Druck sind esnghie Rotverschiebung der spektralen
Maxima und eine Zunahme der Fluoreszenzintensitdt erzkennen. Ein Teil der
Rotverschiebung erfolgt aus dem intrinsischen Detfekt von Tryptophan, welcher in jeder
folgenden druckabhangigen Auftragung beriicksichtigtde. Abhangig von der Umgebung
der Tryptophanreste resultieren unterschiedlichan@@nausbeuten, welche dazu fuhren, dass

die Intensitaten mit steigendem Druck im AllgemeigetRer werden.
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Eine Normierung auf die jeweiligen spektralen Maximie bei den Messungen mit SNase ist
nicht mdglich, da unterschiedliche Fluoreszenzligdr mehrerer Tryptophanreste in den
Spektren auftreten. Daher wurden die Intensitaten/lb= 380 nm auf die Flachen der
jeweiligen Spektren tUber einen Wellenlangenberewh 320 bis 450 nm normiert, um alle
Fluoreszenzbeitrdge zu berucksichtigen. Anschlié3egrfolgte die Subtraktion des
Druckeffekts auf Tryptophan mittels der flachennmmten Steigung der Fluoreszenzintensitat
von NATA bei 380 nm. Diese korrigierten Intensitéteso nm Wwurden als Funktion des Drucks
aufgetragen (siehe Abbildung 4.65). Weiterhin wurdie Messung in Gegenwart von

Harnstoffzusatzen mit Konzentrationen von 3, 6 8md durchgefuhrt.
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Abbildung 4.65. Normierte Fluoreszenzintensitaten bei 380 nm vggsokym in Losung bei
pH 7 und unterschiedlichen Harnstoffzusatz@d ys) = 0.1 mg/mL; T = 25 °C;m 0 M
Harnstoff; A 3 M Harnstoff;® 6 M Harnstoff, ¥ 8 M Harnstoff).

Im Gegensatz zur SNase ist bei Lysozym keine kaepkigmoidale Kurve aufgrund der
héheren Stabilitat des Proteins zu sehen, welchelen vier Disulfidbriicken resultiert. Jedoch
kénnen durch die Zugabe von Harnstoff einzelne élusi$te der sigmoidalen Kurve vom
nativen bis zu einem entfalteten Zustand gemessden. Als unteres Plateau, welches den

nativen Zustand widerspiegelt, kann ein Wert vod0®. angenommen werden. Als oberes
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Plateau dient die hochste Intensitat in Gegenwant & M Harnstoff. In Abbildung 4.66 sind
die berechneten Werte fikG; von Lysozym in Gegenwart von 3 M Harnstoff im Behe

zwischen 600 und 1800 bar und in Gegenwart von @wkschen 200 und 1000 bar als

Funktion des Drucks aufgetragen.

12000+
10000+
8000+

60004

u

AG°/ J mol*

4000+ 3M

20004 ° @

6 M o

O-
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

p/ bar

Abbildung 4.66. AG; -Werte fur Lysozym in Losung in Gegenwart von 3 @int Harnstoff.
Aus den Steigung ergeben sich VolumenanderungerS&hzw. -42 mL mét.

Fur Lysozym in Gegenwart von 3 und 6 M Harnstofulderen Volumenanderungen von
-56+2 mL mol* bzw. -42+3 mL mot aus linearen Anpassungen an die Datenpunkte.dfist er

sich eine mittlere Volumen&nderung von -49+6 mL ol
4.2.7 Volumenanderung von Lysozym im adsorbierten stand
In Abbildung 4.67 sind beispielhaft Fluoreszenzspakvon adsorbiertem Lysozym auf Ludox

AM bei Driucken von 1 bis 2500 bar dargestellt, Wwelcim kurzwelligen Bereich hohe

Intensitaten aufgrund von Lichtstreuung durch die&partikel aufweisen.
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Abbildung 4.67. Gemessene Fluoreszenzspektren von adsorbierteazyrgsauf Ludox AM

bei Dricken von 1 bis 2500 bac(llys) = 0.1 mg/mL; T = 25 °C, Verhéltnis Ludox
AM : Lysozym 1:11 (v/v)).

Zur Subtraktion der Lichtstreuintensitdt wurde d&pektrum einer reinen Ludox AM
Suspension unter gleichen Bedingungen (ohne LyspazymVolumenverhéltnis Ludox AM:
Puffer 1:11 (v/v) wie zuvor gemessen (Daten nidrejgt). Die Lichtstreuintensitat der reinen
Ludox AM-Suspension wurde je nach Spektrum mit mimestimmten Faktor multipliziert und
anschlieRend subtrahiert, so dass eine physikabsufivolle Form einer Tryptophanbande
resultierte, ohne deren Maximum zu verschieben. @aeaus resultierenden Fluoreszenz-
spektren wurden mittels gleitenden Durchschnitts Bi Datenpunkten geglattet (siehe
Abbildung 4.68). Es erfolgte dann eine Flachenneromg bei Wellenlangen von 320 bis 450
nm. Zur weiteren Analyse wurden die Intensitatenibe 380 nm um den Druckeffekt auf das
Fluoreszenzspektrum von NATA durch Subtraktion igpert. Die daraus resultierenden
Intensitaten wurden als Funktion des Drucks aufgein. Diese Messungen wurden ebenfalls

in Gegenwart von unterschiedlichen Harnstoffkonagitnen von 3, 6 und 8 M durchgefiihrt.
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Abbildung 4.68. Untergrundkorrigierte und geglattete Fluoreszeaek8pn von adsorbiertem
Lysozym auf Ludox AM bei Dricken von 1 bis 2500 KefLys) = 0.1 mg/mL;T = 25 °C,
Verhaltnis Ludox AM : Lysozym 1:11 (v/v)).
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Abbildung 4.69. Normierte Fluoreszenzintensitat bei 380 nm vorodasrtem Lysozym bei
pH 7 und unterschiedlichen Harnstoffkonzentratiomem O, 3, 6 und 8 Mc(Lys) = 0.1
mg/mL; T = 25 °C, Verhaltnis Ludox AM : Lysozym 1:11 (V/v)).
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In Abbildung 4.69 ist zu erkennen, dass die Intétesn des adsorbierten Lysozyms im
Vergleich zum gel6sten bei gleichem Druck und diercHarnstoffkonzentration héher sind
(vgl. Abbildung 4.65), was auf eine starkere Satiah der Tryptophanreste und somit auf
einen hoheren Denaturierungsgrad schlieBen lasstB&rechnung der Volumenénderungen
des adsorbierten Lysozyms dienen die in LOsung geemen Plateauwerte. Es ist zu erkennen,
dass je nach Harnstoffkonzentration die Intensitdiei Dricken von bis ca. 500 bar eine
relativ groBe Anderung aufweisen, wohingegen mitdbtem Druck geringere Steigungen
vorliegen. Vermutlich erfolgt eine Konformations&ndng zu einem Zwischenzustand bereits
bei relativ geringen Dricken und anschliel3end gtfein weiterer Entfaltungsvorgang unter
Anwendung hoher Dricke in Gegenwart von CosolvantiBementsprechend wurden zur
Bestimmung der Entfaltungsvolumina nur diejenigegrdiche bertcksichtigt, bei denen die

anfangliche hohe Steigung nicht mehr vorhanden ist.
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Abbildung 4.70. Die Standard-Entfaltungs-Gibbsenergien von Lysqzadsorbiert auf Ludox
AM, sinken erwartungsgemalf mit steigender Harnigtoffentration von 0, 3 und 8 M bei
konstantem Druck. Die Steigungen der Ausgleichstgraverden nicht durch die Zugabe von

Harnstoff beeinflusste(Lys) = 0.1 mg/mL;T = 25 °C, Verhaltnis Ludox AM : Lysozym 1:11
(VIVv)).
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Wie in Abbildung 4.70 zu erkennen ist, sinkt diear®tard-Entfaltungs-Gibbsenergie von
adsorbiertem Lysozym mit steigender Harnstoffkotration, wohingegen sich die Steigungen
nicht andern. Das bedeutet, dass Harnstoff, wib and-alle der SNase, keine Auswirkung auf
die Volumenanderung von adsorbiertem Lysozym zéngT.abelle 4.16 sind alle wesentlichen
ParametenV,, AG; undp, von Lysozym sowohl im gel6sten als auch im adsotén Zustand
dargestellt. Fiir Lysozym in Lésung liegt ein mit#e Entfaltungsvolumen von -49+6 mL rol
vor, was mit den Literaturdaten, welche bei Werwischen 50 und 60 mL miblliegen, gut

Ubereinstimmt’® Im adsorbierten Zustand weist Lysozym ein mit8eEntfaltungsvolumen

von nur -18 mL maét auf.

Tabelle 4.16.AV,, AG, und p, des adsorbierten und gel6sten Lysozyms in Gegénvesar
unterschiedlichen Harnstoffkonzentrationen.

Lysozym AV, /(mL-mol*) AG. /(kJ-mol") p,/kbar
in H,O; pH 7; 3 M Harnstoff -56+2 11+0.7 1.94
in H,O; pH 7; 6 M Harnstoff -42+3 4.8+0.2 1.13
mittleres Entfaltungsvolumen -49+6
adsorbiert auf Ludox AM; pH 7; 3 M Harnstoff -19+2 2.8+0.2 1.48
adsorbiert auf Ludox AM; pH 7; 6 M Harnstoff -17+1 0.9+0.3 0.59
adsorbiert auf Ludox AM; pH 7; 8 M Harnstoff -17+2 -0.8+0.2
mittleres Entfaltungsvolumen -18+3
resultierendes Adsorptionsvolumen -315

Im Allgemeinen liegt fur Lysozym ein vergleichbar&erhalten wie bei SNase vor. Im
adsorbierten Zustand wird das Entfaltungsvolumeigrand der partiellen Denaturierung im
Zuge des Adsorptionsprozesses stark verringertchAn diesem Fall lasst sich, unter den in
Punkt 1.4.1 beschriebenen Annahmen, die Volumeméndedurch den Adsorptionsprozess
mit einem Wert von -31 mL mdlbestimmen.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.2.8 Effekt des pH-Wertes auf die druckabhangige iifaltung von adsorbiertem
Lysozym

Der Einfluss des pH-Wertes auf die druckabhangigdumenanderung von geléstem und
adsorbiertem Lysozym wurde ebenfalls untersuchtFathe von Lysozym in Losung lag eine

Konzentration von 0.1 mg/mL vor. Fluoreszenzspekiseirden bei pH 7, 8.5 und 9.6 und bei
einer Temperatur von 25 °C aufgenommen. Die Messungurden analog zu denjenigen in

Punkt 4.2.7 beschriebenen, durchgefiihrt. In Abloigdd.71 sind die normierten Intensitaten
von Lysozym in Losung als Funktion des Drucks atrfggen. Es ist zu erkennen, dass keine
Anderung der Intensitat bei verandertem pH-Wenlgtf
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Abbildung 4.71. Normierte Fluoreszenzintensitat bei 380 nm voidgfein Lysozym bei pH 7,
8.5 und 9.6 im Druckbereich von 1 bis 2500 bar. R@zentration von Lysozym lag bei
c(Lys) = 0.1 mg/mL. Messungen wurden Be& 25 °C durchgefuhrt. Es liegt kein Effekt des
pH-Wertes auf die Druckdenaturierung von Lysozynhdsung vor(m Lysozym in Losung bei

pH 7;® pH 8.5; A pH 9.6).

Weiterhin wurden die Fluoreszenzspektren des adsteh Lysozyms bei einer Konzentration
von 0.1 mg/mL in Gegenwart von Ludox AM im Verh@tnvon 11:1 (v/v) bei

unterschiedlichen pH-Werten von 7, 8.5 und 9.6 gemme Die resultierenden Spektren
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wurden aufgrund der Lichtstreuung der Nanopartikettergrundkorrigiert und auf die
jeweiligen Flachen, analog zu Punkt 4.2.7, normikrtAbbildung 4.72 sind die normierten
Intensitaten bei einer Wellenlange von 380 nm alekkon des Drucks fur adsorbiertes

Lysozym dargestellt.
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Abbildung 4.72. Normierte Fluoreszenzintensitat bei 380 nm vorodmsrtem Lysozym auf
Ludox AM bei pH 7, 8.5 und 9.6. Die Konzentratibetrugc(Lys) = 0.1 mg/mL und das
Verhéaltnis von Ludox AM : Lys lag bei 1:11 (v/iv)Messungen wurden béi = 25 °C

durchgefuhrt. Der pH-Wert weist einen gro3en Effekif die Struktur von adsorbiertem

Lysozym auf @ beipH = 8.5;® bei pH = 9.6).

Im Falle des adsorbierten Lysozyms ist eine dehdlidnderung in den Intensitaten bei
konstanten Dricken zu erkennen. Wie auch bei deas8Nliegt eine relativ grol3e
Rotverschiebung bei hoherem pH-Wert vor.

Die aus den Messungen ermittelten Volumenanderusgehin Tabelle 4.17 aufgefihrt. Im
Falle von pH = 8.5 bzw. 9.6 liegen bei adsorbierteysozym gleiche Volumenanderungen

durch Druckdenaturierung vor.
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Tabelle 4.17.Druckinduzierte Anderung der molaren Volumina \anisorbiertem Lysozym auf
Ludox AM bei pH 8.5 und 9.6.

Lysozym AV, / (mL-mol™®) AG, / (kJ-mor™) p. / kbar
adsorbiert auf Ludox AM; pH 8.5 -19+1 47 +0.2 AQ
adsorbiert auf Ludox AM; pH 9.6 -19+2 1.6+0.2 .8®

Dieses Ergebnis zeigt, dass auch im Falle von Lysoeine geringe Oberflachenladung zu
einer Destabilisierung der Proteinstruktur im abssten Zustand fuhrt, da mit steigendem pH-
Wert die Standard-Entfaltungs-Gibbsenergie abnind@tloch hat der Ladungszustand keinen
Einfluss auf die Volumenanderung von adsorbierteyaozym, so dass gesagt werden kann,
dass die Elektrostriktion nur einen nicht signifiken Beitrag zur Volumenanderung liefert. Die

Volumenanderung liegt in beiden Fallen bei einenrtWen -19 mL mot-

4.2.9 Schlussfolgerung aus der Bestimmung von Volienanderung adsorbierter Proteine

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die druckimdue Entfaltung adsorbierter Proteine
anhand von SNase und Lysozym untersucht. Durch \Bewendung unterschiedlicher
Silicapartikel als Substrat konnten starke Effekteder Silicium-Wasser-Grenzflache auf die
Thermodynamik der Proteinentfaltung nachgewieserdeve An der Grenzflache werden die
Volumenanderung, die Standard-Entfaltungs-Gibbgpaemd der Entfaltungsdruck reduziert.
Die erhaltenen Daten sind konsistent in Hinblickradd, dass Packungseffekte und die
Eliminierung von Defektvolumina den Hauptbeitrag ¥YolumenéanderungV, liefern. Es wird
angenommen, dass der Unterschied der VolumenarglmuxV, so und AV, ags Welche in
Losung bzw. im adsorbierten Zustand gemessen wumienVolumenanderungVags beim
Adsorptionsprozess darstellt. Diese Volumenanderusig negativ, was bedeutet, dass
Wassermolekile in die partiell entfalteten Proteime adsorbierten Zustand eindringen und
dadurch einen signifikanten Anteil der Defektvolumi die im nativen Zustand auftreten,
fullen. Diese Ergebnisse fuhren zu der Erkenntdess Proteine im adsorbierten Zustand

partiell entfaltet vorliegen.
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4.3 Hochdruck-TIRF-Spektroskopie zur Bestimmung desAdsorptionsgrades

und des Adsorptionsvolumens eines Proteins

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hochdruck-TIRE8pskopie fur den Kilobar-Bereich
etabliert. Hierfir wurde eine Hochdruckzelle minei druckibertragenden, nach auf3en
abgeschlossenen Probenkivette modifiziert, die aufem Quarzprisma als internes
Reflexionselement basiert (siehe Kapitel 2.5.4).e Dim Folgenden beschriebenen
Testmessungen mit Lipiden sowie die Konstruktiontdechdruck-TIRF-Zelle wurden bereits

veroffentlicht. (siehe Referenz 156)

4.3.1 Testmessungen mit der Hochdruck-TIRF-Zelle amand des druckabhangigen

Phasenverhaltens von DOPC

Es wurden zwei unterschiedliche Lipidmembranen an @uarz-Wasser-Grenzflache durch

Spreiten der Lipidldsung in Chloroform auf dem Qumisma der Probenkivette immobilisiert.
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Abbildung 4.73. Fluoreszenzspektren von Laurdan in DOPC im Druakbkrvon 1 bis 2500
bar. Das spektrale Maximum verschiebt sich von@@Qzu 440 nm.
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Im Falle von DOPC in Gegenwart von Laurdan liegt bmem steigenden Druck eine
Abnahme der Fluoreszenzintensitat bei 490 nm voelche aus der anwachsenden
hydrophoben Umgebung des Laurdans hervorgeht.

Aus den Intensitaten bei 440 nm und 490 nm lasktder GP-Wert bilden (siehe Punkt 2.2.4).
In Abbildung 4.74 sind die GP-Werte als Funktios @¥ucks aufgetragen. Es ist zu erkennen,

dass mit steigendem Druck ein Anstieg des GP-Wesitdltiert.
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Abbildung 4.74. GP-Wert von Laurdan in DOPC. Mit steigendem Drgtdigt der GP-Wert
aufgrund der steigenden Packungsdichte der Lipide.

Obwohl DOPC (iber den gesamten Druckbereich bei@3n°der fluiden Phase vorlieff,
zeigen die GP-Werte (siehe Abbildung 4.74) eineutladnen druckinduzierten Anstieg der
Packungsdichte und eine damit verknUpfte Reduktidas Wassergehalts in der

Lipiddoppelschicht.
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4.3.2 Testmessungen mit der Hochdruck-TIRF-Zelle dmand des druckabhéngigen
Phasenverhaltens von DOPC/DPPC/Cholesterin (1:2:1)

Weiterhin wurde eine realistischere Modellbiomembeaais DOPC/DPPC/Cholesterin (1:2:1)
untersucht. Solche Lipidmischungen werden als Raftnungen betrachtet und &hneln der
heterogenen Struktur und Dynamik von natirlichenlinZambranen. Das komplexe
Phasendiagramm von DOPC/DPPC/Cholesterin (1:2:4lches aus der Rontgenstreuung und
der FTIR-Spektroskopie hervorgefit,ist in Abbildung 4.75 gezeigt.
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Abbildung 4.75.T,p-Phasendiagramm von DOPC:DPPC:Cholesterin (1:2i14 Referenz 179.

Es liegen zwei fluide Phasepund |, vor, welche sich in der konformellen Anordnung der
Lipidketten unterscheiden, sowie eine Gelphasg, Mit Hilfe der Hochdruck-TIRF-
Spektroskopie  wurde der GP-Wert von Laurdan in reinemmobilisierten
DOPC/DPPC/Cholesterin (1:2:1)-Modellmembran untensu(siehe Abbildung 4.76). Mit
steigendem Druck wird bei 25 °C die Dreiphasenmdip+ |, + S, durchquert (Pfeil in
Abbildung 4.75). Mit steigendem Abstand von deg# (I,)-Phasengebiet nimmt der Anteil der
Lipidmolekile, welche diegiPhase bilden, ab, da Druck die konformelle Unordnuler

Lipidketten reduziert. Das zeigt sich auch in dén\Werten im Druckbereich bis 2500 bar.
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Abbildung 4.76. Mit steigendem Druck steigen die GP-Werte aufgruder dichteren
Packungsdichte der Lipide und die damit einhergebefeduktion der eingelagerten
Wassermolekile.

4.3.3 Druckeffekt auf Alexa Fluor 488 in Losung

Zur Untersuchung des druckabhéngigen Adsorptiodegrand des Adsorptionsvolumens von
mit Alexa Fluor 488 markiertem Lysozym mit Hilferddochdruck-TIRF-Spektroskopie wurde
zunachst der intrinsische Druckeffekt auf Alexa dflul88 zur Korrektur aller folgenden
Untersuchungen gemessen. In Abbildung 4.77 sinel @igemeine Abnahme der Intensitat und
eine Rotverschiebung der spektralen Maxima mitgetelem Druck zu erkennen. Die
Rotverschiebung erfolgt aufgrund der erhohten Rietatatskonstante des Wassers mit
erhohtem Druck. Die Flachen unter den jeweiligeek&en wurden anschlieend bestimmt.
Alle Flachen wurden auf diejenige bei 1 bar norinigrd als Funktion des Drucks aufgetragen
(siehe Abbildung 4.78). Mit steigendem Druck erf@me Abnahme der Flache um ca. 4 % pro
1000 bar.
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Abbildung 4.77. Fluoreszenzspektren von Alexa Fluor 488 im Drucgloh von 1 bar bis
2500 bar aufgenommen mittels konventioneller HogbkhFluoreszenzspektroskopie. Die
Konzentration betragt 20 nM. Mit steigendem Drucfolgt eine allgemeine Abnahme der
Intensitaten und eine Rotverschiebung der Maximésgektren.
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Abbildung 4.78. Flache unter den Fluoreszenzspektren von AlexarF88 bei Driicken von 1
bis 2500 bar (siehe Abbildung 4.77). Diese Weranen zur Korrektur aller druckabhangigen
TIRF-Spektroskopiemessungen mit Alexa Fluor 488.
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Dieser Wert dient zur Korrektur fir alle folgendetochdruck-TIRF-Messungen mit Alexa
Fluor 488.

4.3.4 Untersuchung des Druckeffekts auf adsorbierselysozym

Zur Untersuchung des Druckeffekts auf eine Monokage Lysozym, welches zuvor mit Alexa
Fluor 488 markiert wurde, erfolgten Messungen, wiePunkt 3.2.7.2 beschrieben. Diese
Messungen wurden mit einem Markierungsgrad von QL:@drchgefuhrt. In Abbildung 4.79
zeigt sich keine druckinduzierte Anderung der Féichinter den Fluoreszenzspektren, welche
den relativen Adsorptionsgrad repréasentieren. Banmasultiert, dass keine Desorption der
Proteinschicht bei erhéhten Driucken erfolgt. Dierliegenden Daten wurden durch die
Division der relativen Fluoreszenzintensitat vorexd Fluor 488 bei entsprechenden Driicken
korrigiert. Eine Photobleichung erfolgt nur im niclsignifikanten MalRe, da keine
druckabhangige Intensitdtsanderung zu sehen ist.sbhiwarzen Punkte stellen die Flachen
unter den Spektren bei einer Druckerhéhung darralen bei der Druckerniedrigung. Es ist zu
sehen, dass nach der Druckerniedrigung offenbamekeAnderung des relativen
Adsorptionsgrads vorliegt. Diese Messungen wurdeh emem hoheren Markierungsgrad
wiederholt, um ein groRReres Signal-Rausch-Verhgilmi erlangen. In Abbildung 4.80 ist zu
erkennen, dass mit sinkendem Druck (rote Punkited Abnahme der Flachen unter den TIRF-
spektren zu erkennen ist. Eine Photobleichung wdteh die Aufnahme der Intensitat bei
einer konstanten Wellenlange Uber einen Zeitraum 86 Minuten bei kontinuierlicher
Bestrahlung untersucht (Daten nicht gezeigt). Da ldtensitat Uber diesen Zeitraum nicht
absank liegt vermutlich keine Photobleichung var, dass die Intensitdtsabnahme durch

Desorption oder Resonanzenergietransfer verursaaimkonnte
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Abbildung 4.79. Lysozymexa (Markierungsgrad = 1:500) wurde fur 15 min adsorbiert. Die
Probenkammer wurde anschlie3end mit 10 mM BistuielP gespult und befullt, so dass kein
Protein in Loésung vorhanden war. Der Druckeffekt Alexa Fluor 488 wurde berlcksichtigt

(® nachDruckerh6hung® nach Druckerniedrigung).
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Abbildung 4.80. Lysozymexa (Markierungsgrad = 1:300) wurde fur 15 min adsorbiert. Die
Probenkammer wurde anschlie3end mit 10mM BistrigePgespult und befiillt, so dass kein
Protein in Loésung vorhanden war. Der Druckeffekt Alexa Fluor 488 wurde berlcksichtigt
(e nach Druckerh6hung; e nach Druckerniedrigung).
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4.3.5 Druckabhéngiger Adsorptionsgrad von Lysozym

Fur weitere Messungen wurde mit Alexa Fluor 488 kiestes Lysozym mit einem
Markierungsgrad von 1:500 verwendet. Mittels derchttruck-TIRF-Spektroskopie kann der
relative Adsorptionsgrad sowie das ungefahre Adsmrpvolumen eines Proteins bestimmt
werden. Zu diesem Zweck wurde nicht wie bei derhgogen Versuchen die Lysozymldsung
nach dem Adsorptionsprozess weggespult, sondederifProbenkammer beibehalten, so dass
sich ein Adsorptionsgleichgewicht bei den jeweitigBriicken einstellen konnte. Aus den
Messungen resultieren Fluoreszenzspektren mitrenedativ hohen Signal-Rausch-Verhaltnis.
Die Anregungswellenlange lag bei 480 nm, und digofdszenzspektren wurden im Bereich
von 505 nm bis 560 nm aufgenommen. In Abbildund 4s8zu erkennen, dass mit steigendem

Druck eine Rotverschiebung und ein Anstieg der spkdn Intensitat erfolgen.
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Abbildung 4.81. Fluoreszenzspektren des an Lysozym gebundenem Aleor 488 wurden in
einer Hochdruck-TIRF-Zelle in 10 mM Bistris Puffdoei pH = 7 gemessen. Die
Anregungswellenlange lag bei 480 nm. Ein Anstiegr detensititen sowie eine
Rotverschiebung mit steigendem Druck sind zu er&ann

Die Flachen unter den jeweiligen Spektren wurdestitment und als Funktion des Drucks

aufgetragen. In Abbildung 4.82 wurde der Mittelweatis zwei Messungen mit der
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Hochdruckzelle gebildet. Nur bei erhdhten Drickesgdn groRere Abweichungen vom

Mittelwert im Bereich von ca. + 6% vor.
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Abbildung 4.82. Lysaiexa Mit einer Konzentration von 0.1 mg/mL (Markierugged| = 1:500)
wurde in 10 mM Bistris-Puffer bei pH 7 in der Hochidk-TIRF-Zelle auf Quarz adsorbiert.
Zwischen jedem aufgenommenen Spektrum wurde eingliBderungszeit von mindestens 20
min eingehalten (Mittelwerte aus 2 Messreihen).

Mit steigendem Druck ist eine lineare Zunahme adativen Adsorptionsgrads zu sehen. Bei
einem Druck von 2500 bar liegt ein 1.52-fach hohgvert vor als in Bezug auf derjenigen bei
1 bar. Der Druckeffekt auf Alexa Fluor 488 wurddedabericksichtigt.

4.3.6 Adsorptionsvolumen und druckabhangiger Adsorponsgrad von Lysozym in

Gegenwart von Harnstoff oder Glycerin

Weiterhin wurde der Einfluss von Cosolventien wiarhstoff und Glycerin auf den
Adsorptionsgrad von Lysozym unter hohen Driuckerersuicht. Im Fall von Harnstoff zeigt
sich bei Konzentrationen von 1 bis 3 M keine gréReerung der TIRF-Bandenintensitaten in
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4. Ergebnisse und Diskussion

Bezug auf die Messreihe ohne Harnstoffzusatz. Duleh Zugabe von Harnstoff wird
allgemein der Adsorptionsgrad von Proteinen erimggdauch wenn eine Erniedrigung der
Freien-Standard-Entfaltungs-Gibbsenergie erfolgi. i®¥heren Konzentrationen von Harnstoff
zeigt sich eine starke Reduktion des Adsorptiordgga/on Lysozym (siehe Abbildung 4.83).
Bei den dargestellten Kurven handelt es sich umittglle Werte aus jeweils 2 bis 3

Messreihen.
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Abbildung 4.83. LySaiexa Mit einer Konzentration von 0.1 mg/mL (Markieruggad| = 1:500)
wurde in 10 mM Bistris-Puffer bei pH 7 in Gegenw@s6é M Harnstoff auf Quarz adsorbiert.
Fluoreszenzspektren wurden im Bereich von 505 6& im aufgenommen. Zwischen jedem
aufgenommenen Spektrum wurde eine Aquilibrierunigso® mindestens 20 min eingehalten.
Unter der Annahme, dass die in Losung befindlichgisozymmolekile eine konstante
Teilchenzahl aufweisen und keine Selbstléschungadiserbierten Lygexa erfolgt, kann das

Adsorptionsvolumer\V, . durch die Gleichung

In K : X
_rT 9N Kass ) C Ay mit k= Xeds undxso~ konstant (54)
ap ads ads X

;

sol
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Adsorptionsvolumens eines Proteines

bestimmt werden. Dabei i8t,qsdas Adsorptionsgleichgewicht umghsund xso die Anteile der
adsorbierten bzw. geldsten Proteinmolekule (siebieildung 4.84). Weiterhin gilt:

K, = | Tkonst= InK,,  =Inl +Inkonst = AV, = —RT(a(;—nlj (55)
P

wobeil die TIRF-Intensitat darstellt.

200+
0
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-8004

-1000+

-1200 v T v T v T v T v T v T v 1
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p/ MPa

Abbildung 4.84. Bestimmung des Adsorptionsvolumens von Lysozym audr@ Es liegt ein
Wert von -4.3 mL mét ohne Harnstoff vor. Ein Vergleich der AuftragungerGegenwart von
Harnstoff zeigt, dass vergleichbare Steigungenegeh.

Das AdsorptionsvolumenVygs nimmt fir die Messreihe in Abwesenheit von Harfiséinen
Wert von Wert -4.3 mL mdlan. In Gegenwart von 1, 2 und 3 M Harnstoff resuii
geringfiigig kleinere Betrage jeweils von -3.1 mLIthe3.7 mL mofund -3.4 mL mot.

Im Falle von Glycerin ist im Vergleich zu Harnst@fin deutlich starkerer Effekt zu erkennen.
Bereits bei einer Konzentration von 3 M erfolgtresiErh6hung des Adsorptionsgrades mehr
(siehe Abbildung 4.85). Dieses Verhalten ist aueh Ribonuclease A zu beobachten, deren
Adsorptionsgrad abhéngig von der Harnstoff- bzwyc@tinkonzentration mittels optischer und
Neutronenreflektometrie bei Normaldruck untersushtrde!® Mit steigender Cosolvens-
konzentration erfolgt eine Abnahme des Adsorpticadg, wobei ein starkerer Effekt fur
Glycerin zu beobachten ist.
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Abbildung 4.85. LySaiexa Mit einer Konzentration von 0.1 mg/mL (Markieruggaed| = 1:500)
wurde in 10 mM Bistris-Puffer bei pH 7 in Gegenwanthterschiedlicher Glycerin-
konzentrationen auf Quarz adsorbiert. Spektren &murian Bereich von 505 bis 560 nm
aufgenommen. Die Anregungswellenlange lag bei 480 Zwischen jedem aufgenommenen
Spektrum wurde eine Aquilibrierungszeit von minéest20 min eingehalten.

4.3.7 Adsorptionsvolumen und druckabhéngiger Adsorponsgrad von Lysozym auf einer

hydrophoben Grenzflache

Weiterhin wurde der druckabhangige Adsorptionsgrad Lysozym auf einer hydrophoben
Polystyrol-Oberflache untersucht. In Abbildung 4.8% der relative Adsorptionsgrad als
Funktion des Drucks aufgetragen. Der Adsorptiorg@n Lysozym auf Polystyrol steigt bis
zu einem Druck von 1600 bar kontinuierlich an, &fis@end erfolgt eine Abnahme der
Bandenintensitat. Diese Kurve (rot) besteht aus Metelwerten zweier Messreihen. Wie die
anfangliche Steigung zeigt, liegt im Vergleich zuaxz auf PS ein héherer Adsorptionsgrad
vor. In Abbildung 4.87 ist eine Auftragung zur Ettling des Adsorptionsvolumens

durchgefuhrt.
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Abbildung 4.86. Lysaiexa Mit einer Konzentration von 0.1 mg/mL (Markierugged| = 1:500)
wurde in 10 mM Bistris-Puffer bei pH 7 awf Quarz bzw.e Polystyrol adsorbiert. Auf
Polystyrol zeigt sich im Allgemeinen ein héherersAdptionsgrad als auf Quarz.
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Abbildung 4.87. Bestimmung des Adsorptionsvolumens von Lysozym Ralystyrol. Es
resultiert fir Lysozym auf Polystyrol ein Adsorptgvolumen von -6 mL mdl (rot) und auf
Quarz ein Wert von -4.3 mL mbKschwarz).
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4. Ergebnisse und Diskussion

Fur das Adsorptionsvolumen auf Polystyrol liegt eyeringfliigig gro3erer Wert von
-6 mL mol®* vor, welcher mit der hydrophoben Struktur der Oldetfe und den damit
einhergehenden starkeren hydrophoben Wechselwigtuagischen Protein und Grenzflache

erklart werden kann.

4.3.8 Effekt des pH-Wertes auf den druckabhangigeAdsorptionsgrad von Lysozym

Der Einfluss des pH-Wertes auf den Adsorptionsgragtde ebenfalls untersucht. Mit
steigendem pH-Wert von 7, 8, 9 und 11.4 zeigt sggnerell eine Verringerung des
Druckeffekts auf den Adsorptionsgrad (siehe Abhilgl4.88). Jede Messung wurde mindestens
einmal wiederholt. Es handelt sich bei den dardjesteKurven um gemittelte Werte. Aus
Grunden der Ubersichtlichen Darstellung werden Félerbalken nicht gezeigt, sie liegen

jedoch im Bereich von £15 %.
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= 1.4- v pH114 .
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Abbildung 4.88. Lysaexa Mit einer Konzentration von 0.1 mg/mL wurde befarachiedlichen
pH-Werten von 7, 8, 9 und 11.4 auf Quarz adsorbidit steigendem pH-Wert sinkt im
Allgemeinen der druckabhangige Adsorptionsgrad.

Der beobachtete pH-Effekt widerspricht den Erwagem dass mit einer Annaherung an den

isoelektrischen Punkt eines Proteins der Adsorpgoad steigt, wobei in Abbildung 4.88 nur
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Druckeffekte und keine absoluten Adsorptionsgradéinmander verglichen werden.. Der
isoelektrische Punkt von Lysozym liegt bei einemriAlen 11. Um zu dberprifen, ob unter
diesen Bedingungen das kovalent an Lysozym gebendezxa Fluor 488 dissoziiert, wurden
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)-Megsuardurchgefihrt (s.u.).

Um aussagekréftige quantitative Informationen al®FfDaten gewinnen zu kdénnen, missen
zusatzlich noch verschiedene Punkte beachtet wertlean Allgemeinen liegen einige
Signalbeitrage von nicht adsorbierten Proteinmdkkivor, welche in Losung vorliegen und
von der evaneszenten Welle angeregt werden. ZuwecBeung der Eindringtiefe der
evaneszenten Welle sollte ein kleiner Druckeffelkf den Brechungsindex von Wasser
berlicksichtigt werden. Durch die Verwendung der Referenz 181 angegebenen
Brechungsindicesy, von Wassersteigt bei einer Wellenlange von 404 nm und bekerin
Temperatur von 20 °C der Wert von 1.34287 bei 1edr1.35874 bei 1000 bar. Mit dem
Brechungsindex von Quarzglas= 1.469, einem Winkel vo#= 20° und einer Wellenldnge
von 404 nm ergibt sich eine Eindringtiefe der exsaeaten Welle vod = 201 nm bei 1 bar und
264 nm bei 1000 bar durch Anwendung von Gleichu®).(Demnach konnte ein Anstieg des
TIRF-Beitrags der Lésung bei ansteigendem Druckaeet werden. In Proteinadsorptions-
studien werden verdinnte Proteinlésungen wie andfieser Arbeit verwendet(Protein) =
0.1 mg/mL). Aus Neutronenreflektometriemessungarmimosphéarendruck geht hervor, dass
Lysozym eine Monolage an einer Silicium-Wasser-@fiéche ausbildet, welche eine
Oberflachenkonzentration vor = 2 mg n¥ aufweist'®® Der Anteil f an adsorbierten

Molekiilen kann durch

f:;
M+cld/2

(56)
abgeschéatzt werden. Fdr= 201 nm und 264 nm liegen ca. 99 % aller Protelekide, die
innerhalb der evaneszenten Welle liegen, im adeddm Zustand an der wassrig-festen
Grenzflache vor. Signalbeitrage von Proteinen isury konnen somit vernachlassigt werden.
Weiterhin gibt es einen Einfluss von Druck auf digfangliche Intensitat der evaneszenten
Welle beiz = 0, da sie vom Brechungsindex abhéngig ist. Rér sg¢nkrecht polarisierte

Lichtkomponente ist dieser Zusammenhang gegeben dur
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4. Ergebnisse und Diskussion

4sin’ 6,
loy = —F—% 57
%0 1-n2/n? 57)
und fur die parallel polarisierte Komponente lidgt Zusammenhang
P02 _n2 A2
) 4sin” g,(2cos 6, —n In?) (58)

T (1" )sin? 6, +cog 6,— 2 | 2

vor®” Beziiglich der Gleichungen (57) und (58) steigea dnfanglichen Intensitaten bei
404 nm von 2.847 bei 1 bar auf 3.238 bei 1000 tvadie senkrechte Komponente (+14%) und
von 3.373 bei 1 bar auf 3.766 bei 1000 bar fur mheallele Komponente (+12%). Falls die
TIRF-Intensitaten als Funktion des Drucks quantitauisgewertet werden, so mussen diese
Effekte mit berlcksichtigt werden. Weiterhin liegpnuckeffekte auf die Entfaltungsstabilitat
eines Proteind®®® und Protein-Grenzflachen-Wechselwirkungen vor, civel den
Adsorptionsgrad und damit die TIRF-Intensitat ander®®

4.3.9 Qualitative Bestimmung der Markierung von Ly®zym mit Alexa Fluor 488

Zur Untersuchung der Dissoziation des an Lysozyrmbugdenen Alexa Fluor 488 bei
unterschiedlichen pH-Werten wurden FCS-Kurven aufgemen und qualitativ miteinander
verglichen (siehe Abbildung 4.89). Die FCS-Kurvenrden jeweils den y-Achsenabschnitt
normiert. Frei in Losung vorliegendes Alexa Flu@84mit einer Konzentration von 10 nM
(gran) weist eine kirzere Diffusionszeit als an dzgm gebundener Fluorophor. Qualitativ
lasst sich anhand der nahezu Uberlappenden KumepHb 7 und pH 11 zeigen, dass keine

Dissoziation bei Erh6hung des pH-Wertes erfolgt.
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1.4+

Lys,..Pei pH 11
Lys, . .pei pH 7

1.0- \‘/ Alexa 488

G(7)

r/ ms

Abbildung 4.89. Autokorrelationsfunktionen fiir Alexa Fluor 488 iumgebundenen Zustand
(griin) sowie im gebundenen Zustand an Lysozym Héef pnd 11 (rot, schwarz).
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Thegebiete hinsichtlich adsorbierter Proteine
an wassrig-festen Grenzflachen behandelt. Zum einemde der Aufbau von zwei-
dimensionalen fibrillaren Proteinnetzwerken in Rbdktrolyt-Multischichten und zum anderen
wurden Volumeneigenschaften von adsorbierten Rretemit Hilfe von hohen hydrostatischen
Dricken untersucht.

Im Falle der Protein-Polyelektrolytmultischichterungen Verfahrensweisen zur Ausbildung
zweidimensionaler Proteinnetzwerke untersucht, keelcbiokompatibel und biologisch
abbaubare Ultradiinnschichten darstellen. Ultradémaokten werden als Benetzungsmaterialen
aber auch zur Kontrolle von Wirkstofftransportpregen angewandt. Die laterale Aggregation
und die Ausbildung von Amyloidfibrillen von adsoebiem bzw. eingebettetem Rinderinsulin
auf bzw. in Polyelektrolytmultischichten, welchesaBoly(diallyldimethylammoniumchlorid)
(PDDA), Poly(natrium 4-styrolsulfat) (PSS) und Hyadnséaure (HA) aufgebaut wurden,
wurden untersucht. Dabei wurden die Multischich®®DA-PSS-(Ins-PS$und PDDA-PSS-
(Ins-HA)y mit x = 1-4 prapariert und im komplett hydratiser Zustand mittels der
Rontgenreflektometrie, der ATR-FTIR-Spektroskopider TIRF-Mikroskopie und der
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Diehatenen Daten zeigen einen
erfolgreichen Aufbau der Polyelektrolyt-Insulinmstthichten auf Siliciumwafern mit einem
starken Anstieg der Schichtdicke nach der Adsomptron Insulin auf PSS oder HA. Die
Sekundarstrukturanalyse von Insulin, basierenddauf Amid-1'-Bande, zeigt eine verstéarkte
Ausbildung intermolekulareg-Faltblatter innerhalb der Multischichten bei eiffle@mperatur
von 70 °C und bei pD = 2. Unter diesen Bedingungerd generell die Bildung von
Insulinamyloidfibrillen mit einem hohefi-Faltblattanteil gefordert. Liegt Insulin zwischen
zwei Polyelektrolytschichten eingebettet vor, sorde@ amorphe Aggregate, wie aus den
TIRF- und konfokalen Mikroskopiebildern hervorgepgbildet. Bemerkenswerterweise kann,
wenn Insulin als oberste Schicht abgeschieden wulideAusbildung eines zweidimensionalen
fibrillaren Netzwerks durch die Zugabe von Amyloggtken zur Loésung induziert werden.
Demnach zeigt das Ergebnis dieser Untersuchung Fiibigkeit von Polyelektrolyt-
multischichten als Templat fur die Bildung von Riohetzwerken.

Weiterhin erfolgten im Rahmen dieser Arbeit die tems Untersuchungen der
Volumeneigenschaften adsorbierter Proteine, welphdiell entfaltet vorliegen und eine

geringere biologische Aktivitdt aufweisen konnenn Idieser Arbeit wurden die
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Entfaltungsvolumina und Entfaltungs-Gibbsenergiemasmd der Modellproteine SNase und
Lysozym auf den kolloidalen Silicapartikeln LudoxAbzw. AS ermittelt. Ludox AM weist
aufgrund von Aluminatgruppen eine hydrophilere @&ehe Uber einen grol3en pH-Bereich
auf. Es wurden Hochdruck-Fluoreszenzexperiment®iaockbereich von 1 — 2500 bar unter
Verfolgung der intrinsischen Tryptophanfluoreszewn SNase bzw. Lysozym durchgefuhrt.
Bei pH = 7 und 25 °C weist die Volumenanderung bé&intfaltungsprozess von SNase in
Lésung -73 mL motauf. Dieser Wert wird drastisch verringert, wennaS&l auf Silicapartikel
adsorbiert vorliegt. Die Volumenanderungen liegbhéamgig von der Oberflachenladung der
Nanopartikeln bei unterschiedlichen Werten im Befraion -41 mL mot auf Ludox AM und
-32 mL mol* auf Ludox AS. Zusétzlich wurde die Standard-Entfiadis-Gibbsenergie von
SNase bestimmt, welche eine starke Verringerungadsorbierten Zustand aufgrund einer
grenzflacheninduzierten Destabilisierung der nativieroteinstruktur aufweist. Weiterhin
wurden der Effekt des pH-Wertes auf die Volumenamug die Standard-Entfaltungs-
Gibbsenergie und die Entfaltungsdriicke untersudhithrend eine pH-Anderung im Bereich
von 7-10 keinen signifikanten Effekt auf die druukizierte Entfaltung von geltster SNase
zeigt, liegt eine starke pH-Abhangigkeit fir adserte SNase vor. Bei Anndherung an den
isoelektrischen Punkt von SNase erfolgt eine dselsé Verringerung der konformellen
Stabilitat im adsorbierten Zustand. Im Falle deS&lkann die Verringerung des molekularen
Volumens durch die Besetzung der Defektvolumina Wiésser in der GréRenordnung von
zwei Wassermolekuilen erklart werden.

Analoge Messungen wurden fiir Lysozym durchgeftiobei ein vergleichbares Verhalten zur
SNase vorliegt. Die Volumenanderung beim Entfalfyongzess fur gelostes Lysozym liegt bei
einem Wert von -49 mL mdl Im adsorbierten Zustand auf Ludox AM erfolgt edrastische
Verringerung des Wertes auf -18 mL molDer Effekt des pH-Werts weist ebenfalls ein
vergleichbares Verhalten zur SNase auf. Fir LysozgmLosung ist keine signifikante
druckinduzierte Entfaltung im pH-Bereich von 7-@i6erkennen, im adsorbierten Zustand wird
jedoch mit Annaherung des pH-Wertes an den isa&deken Punkt eine drastische Abnahme
der Standard-Entfaltungs-Gibbsenergie und eine iMgrung des Entfaltungsdrucks
beobachtet. Die Volumenanderung bei der Entfaltuag adsorbiertem Lysozym hingegen
wird nicht durch den pH-Wert beeinflusst, was denirggen Beitrag der Elektrostriktion zum
Entfaltungsvolumen widerspiegelt.

Zur Bestimmung des Adsorptionsgrades und des Atleogyolumens von Proteinen wurde
die Hochdruck-TIRF-Spektroskopie erstmalig im Kémbereich angewandt. Die Struktur und

Dynamik biomolekularer Systeme wie Proteinadsortate planaren Grenzflachen kdnnen
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leicht mit Hilfe der TIRF-Spektroskopie analysiexerden. Durch die Anwendung hoher
hydrostatischer Driicke kénnen alle Arten von Volodrederungen bei einer Assemblierung
von Molekulen, Phasenibergdngen oder chemischekti®san bestimmt werden. Die meisten
Volumenanderungen von Proteinen wurden nur im ¢gembgustand charakterisiert. In dieser
Arbeit erfolgten Messungen mit Hilfe einer HochdeldRF-Zelle im Druckbereich von bis zu
2500 bar, um das Verstandnis der Volumeneffektedaaf adsorbierten Zustand zu erweitern.
Die zylindrische Hochdruck-Messzelle wurde aus reibenonic 90-Legierung gefertigt, und
weist eine druckibertragende Probenkivette auf. [Bigvette besteht aus einem
Quarzglasprisma und einer flexiblen Gummimanschetitevelcher die Probenlésung vorliegt,
welche komplett von dem umgebenden flissigen Dreckam ausgeschlossen wird. Die
Probenlésung steht mit der inneren Wand des Prigmidentakt, welche die zu untersuchende
Grenzflache darstellt. Auf diese Weise kdnnen gigli biomolekulare Schichten, welche an
planaren wassrig-festen Grenzflachen adsorbiertiegen, untersucht werden. Untersucht
wurde der Einfluss von Druck auf Lysozym ohne undGegenwart von Harnstoff bzw.
Glycerin und der pH-Effekt auf den Adsorptionsgrader Einfluss der Polaritdt der
Grenzflache auf den Adsorptionsgrad wurde ebenfallsch die Beschichtung des
Quarzprismas mit Polystyrol untersucht. Zur Bestimm des Adsorptionsgrades und des
Adsorptionsvolumens eines Proteins wurde Lysozymweedet. Mit steigendem Druck
erfolgte ein Anstieg des Adsorptionsgrades von kysovon +21 % pro 1000 bar. Unter der
Annahme einer konstanten Konzentration von Lysozym gel6sten Zustand in der
Probenkammer ergibt sich ein Adsorptionsvolumen Wfgs =-4.3 mL mol'. Durch die
Zugabe von Harnstoff oder Glycerin wird die Zunahaes Adsorptionsgrades bei steigendem
Druck mit steigender Cosolvenskonzentration herségiet, wobei ein starkerer Effekt im Falle
von Glycerin vorliegt. Die Beschichtung des Sulistrait Polystyrol fiihrt zu einem erhéhten
Adsorptionsgrad im Vergleich zur polaren unbesdeidn Grenzflache bei konstantem Druck.
Hierbei ergibt sich ein Anstieg des Adsorptionsgracn +24 % pro 1000 bar. Fir das
Adsorptionsvolumen auf Polystyrol wurde fiir Lysozygim Wert vonAVags --6 mL mol*
gefunden. Der grol3ere Betrag des Adsorptionsvolsmerd der gréf3ere Adsorptionsgrad
deuten auf eine starkere Wechselwirkung der Preteiit einer hydrophoben Grenzflache hin.
Die Annaherung des pH-Wertes an den isoelektris¢éharkt von Lysozym bewirkt nur eine
geringere Zunahme des Adsorptionsgrades mit steegerbruck.
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Abbildung 7.1. Fluoreszenz von Thioflavin T an der MultischichDIPA-PSS-(Ins-PSS)
(c(ThT) = 4 pg/mL; 0.2 M NaCl; pH = 2.1). Temperatr@&hung erfolgte von 25°C auf 70°C
nach einer 30 minttigen Messdauer mittels einegelwizten Wasserbads.
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Abbildung 7.2. Fluoreszenz von Thioflavin T an der MultischichDIPA-PSS-(Ins-PSS)
(c(ThT) = 4 pg/mL; 0.3 M NaCl; pH = 2.1). Temperatr@&hung erfolgte von 25°C auf 70°C
nach einer 30 minutigen Messdauer mittels einegelaizten Wasserbads.
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Abbildung 7.3. Fluoreszenz von Thioflavin T an der MultischichDIPA-PSS-(Ins-PSS)
(c(ThT) = 4 ug/mL; 0.4 M NaCl; pH = 2.1). Temperatr@&hung erfolgte von 25°C auf 70°C
nach einer 30 minttigen Messdauer mittels einegerwizten Wasserbads.
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Abbildung 7.4. Fluoreszenz von Thioflavin T an der MultischichDIPA-PSS-(Ins-PSS3)
(c(ThT) = 4 pg/mL; 0.5 M NaCl; pH = 2.1). Eine Temaererh6hung erfolgte von 25°C auf
70°C nach einer 30 minutigen Messdauer mittelsseioegeheizten Wasserbads.
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Abbildung 7.5. Fluoreszenz von Thioflavin T an der MultischichDIPA-PSS-(Ins-HA).
(c(ThT) = 2.5 pg/mL; 0.5 M NaCl; pH = 2.1). Die Terma®ur ab dem Zeitpunkt= 0 min
betrugT = 70°C.
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Abbildung 7.6. Fluoreszenz von Thioflavin T an der MultischichDIPA-PSS-(Ins-HA).
(c(ThT) = 2.5 pg/mL; 0.5 M NaCl; pH = 2.1). Zugabenvimsulinkeimen zur ThT-Losung mit
c(Insulinkeime) = 0.2 mg/mL. Die Temperatur lag B8fC Uber die gesamte Messdauer.
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Abbildung 7.7. Reproduktionsmessung des Versuchs aus Abbildufig Bie Zugabe der
Insulinkeime zur Doppelschicht PDDA-PSS erfolgtecmaeiner Messdauer von 40 min.

Nach einer

Inkubationszeit von 40 Minuten wurde mamehreren Waschschritten

eine ThT-Losung bei pH = 2.Zur Doppelschicht gegeben und die Fluoreszenz bei

482 nm detektiert.
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Abbildung 7.8. Reproduktion der Messung in Abbildung 4.13.
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Abbildung 7.9. Reproduktion der Messung aus Abbildung 4.25. Egt zch eine Zunahme
der Intensitat bei einer Wellenzahl um 1627'cm
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Abbildung 7.10. Ausgewahlte ATR-FTIR-Spektren der Multischicht PDIP&AS-(Ins-PS$)
Insnach der Zugabe einer Insulinkeimlésung. Es zedlt sine relativ geringe Anderung der
Sekundarstruktur des in der Multischicht eingebetténsulins.
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Abbildung 7.11. In Bild (A) ist die Multischicht PDDA-PSS-(Ingxa-PSS) dargestellt, zu der
eine Insulinkeimldsung mit einer Konzentration vtinscime) = 0.5 mg/mL gegeben wurde.
Es sind weder Aggregate, noch fibrillare Struktuzererkennen. In Bild (B) wurde die gleiche
Insulinkeimlésung wie in (A) zur Multischicht PDDRSS-(Ingiexa-PSS)-Insaexa gegeben.
Auch hier sind keine Aggregate oder fibrillare Kturen zu erkennen.

Abbildung 7.12. In Bild (A) ist die Multischicht PDDA-PSS-Ingx:-HA dargestellt. Neben
dem homogen verteilten Insulin liegen viele kleivggregate, bestehend aus Hyaluronséure
und Insulin, vor (helle Punkte). In Bild (B) istedMultischicht PDDA-PSS-Ingxa-HA-INSalexa

dargestellt. Es sind deutlich weniger helle Purdieerkennen. Die Anzahl der adsorbierten
Aggregate ist Abhangig vom Ort.
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Abbildung 7.13 Adsorption von PDDA-PSS-(Ins-PSShsaexa auf einem Deckglas. Nach
mehreren Waschschritten mit HCI (pH 3) erfolgte diggabe von 5 mL einer 0.1 mg/mL

Insulinkeimlésung zur Deckglashalterung und die ifime des Bildes. Die Abmessung des
Bildes liegen bei (30 pm)2.

Abbildung 7.14 Adsorption von PDDA-PSS-(Ins-HAJnSaexa auf einem Deckglas. Nach
mehreren Waschschritten mit HCI (pH 3) erfolgte diegabe von 5mL einer 0.1mg/mL

Insulinkeimlésung zur Deckglashalterung und die rfalifime des Bildes. Die Abmessung des
Bildes liegen bei (30 pm)32.

197



Lebenslauf

Personliche Angaben

Ausbildung

Jun. 2003
Okt. 2003 - Aug. 2007

Aug. 2007

Okt. 2007 - Jul. 2009

Aug. 2009

seit Okt. 2009

Beschiftigung

Okt. 2009 - Méarz 2013

198

Juny Koo

Physikalische Chemie I — Biophysikalische Chemie
Fakultdt Chemie, Technische Universitdt Dortmund
Otto-Hahn-StraBe 6, 44221 Dortmund

Familienstand: ledig
Geburtsdatum: 13. Juni 1982
Geburtsort: Ahlen (Westf.)
Staatsangehorigkeit: stidkoreanisch

Abitur
Bachelorstudium der Chemischen Biologie an der TU Dortmund

Bachelor of Science in Chemischer Biologie

Thema der Bachelorarbeit: ,Untersuchung der Adsorption von
Ribonuclease an Silicium in Anwesenheit von Cosolventien
optischer Reflektometrie®

Masterstudium der Chemischen Biologie an der TU Dortmund

Master of Science in Chemischer Biologie

Thema der Masterarbeit: ,Struktur und Aggregation in
polyelektrolytvermittelten Proteinadsorbaten auf festen
Grenzflachen®

Doktorarbeit auf dem Arbeitsgebiet der Biophysikalischen

Chemie in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. Czeslik an der
TU Dortmund

Wissenschaftlicher Angestellter an der TU Dortmund



