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1. Einleitung

In einem lebenden Organismus laufen stindig biologische Prozesse ab, welche diesen am
Leben erhalten, aber auch dessen Tod herbeifiihren konnen. Die biologischen Prozesse
sind durch die Interaktion einer Fiille verschiedener Biomolekiile miteinander bestimmt,
welche durch die Biochemie auf molekularer Ebene untersucht und beschrieben werden.
Zu den Biomolekiilen zdhlen neben einer Vielzahl kleiner organischer Verbindungen, die
in einem Organismus vorkommen, auch Makromolekiile wie Polysaccharide,
Nukleinsduren oder Proteine. Viele Makromolekiile falten sich in eine definierte
dreidimensionale Struktur, die fiir ihre biologische Funktion wichtig ist. Verdnderungen
der Biomolekiile oder der biologischen Ablédufe, in welche diese involviert sind, konnen
zur Erkrankung des Organismus fiihren. Allein die Verdnderung der dreidimensionalen
Struktur von Proteinen kann zu schweren Krankheiten wie Alzheimer oder Parkinson
fihren.! Aus diesem Grund ist ein Verstindnis der biologischen Vorginge und die
Kenntnis der Struktur der beteiligten Biomolekiile entscheidend, um die Entstehung von
Krankheiten verstehen und verhindern zu kénnen oder eine Therapie von Patienten zu

ermdglichen.

Eine Moglichkeit zur Aufkldrung der Struktur eines Biomolekiils stellt die Kryo-
Transmissionselektronenmikroskopie (Kryo-TEM) dar. Seit 60 Jahren werden
Elektronenmikroskope verwendet, um inerte Materialien mit hochfokussierten
Elektronenstrahlen zu untersuchen. Die Aufnahme von hochauflésenden mikroskopischen
Bildern von sensitiven biologischen Proben war jedoch aufgrund der hochenergetischen
Strahlung lange nicht mdoglich? Die moderne Kryo-EM begann mit der
Weiterentwicklung der Probenpriparation durch Dubochet et al., bei welcher die zu
untersuchenden Biomolekiile in einer diinnen Schicht aus amorphem Eis ausgefroren
werden. Hierdurch konnen deren Strukturen unter nahezu nativen Bedingungen mit einem
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) mit niedriger Elektronendosis beobachtet
werden.”* Seitdem wurden Strukturen von Biomolekiilen mit immer weiter verbesserter
Auflosung publiziert. Seit 2013 nahm diese Entwicklung rasant zu, was insbesondere auf
die Entwicklung einer neuen Generation von Elektronendetektoren und Verbesserungen

in der Bildverarbeitung zuriickzufiihren ist. Die Aufnahme von Daten in bisher nicht



bekannter Qualitdt und die Mdoglichkeit, Elektronenstrahl-induzierte Bewegungen

computerunterstiitzt zu korrigieren, fiihrten zu Auflsungen besser als 3 A.

Der im Jahr 2017 an Jacques Dubochet, Joachim Frank und Richard Henderson
verliechene Nobelpreis fiir Chemie honorierte die Leistungen in der Weiterentwicklung der
Kryo-EM. Trotz des Fortschrittes, welcher durch die neuen Entwicklungen erlangt
werden konnte, ist die Strukturaufklirung vieler Biomolekiile schwierig, da die
Herstellung qualitativ hochwertiger Proben, die sich fiir eine hochauflosende Mikroskopie
eignen, schwierig ist. Viele Faktoren, wie die Reinheit der Probe, das Puffermedium oder
intrinsische Eigenschaften der Biomolekiile, konnen zu Inhomogenititen fiihren. Die
Préparation einer homogenen Probe mit einer ausreichend hohen Proteinkonzentration ist

oftmals eine Herausforderung.’

Neben der Kenntnis der Struktur eines Biomolekiils sind die Wechselwirkungen von
Biomolekiilen untereinander zum Verstindnis biologischer Prozesse auf molekularer
Ebene von Bedeutung. Eine Moglichkeit zur Erforschung der Wechselwirkungen von
Biomolekiilen ist die Herstellung biomimetischer Oberfldchen. Diese Oberflachen ahmen
eine biologische Vorlage nach und ermdglichen die Betrachtung der Interaktion der
nachgebildeten Oberflichen mit anderen Biomolekiilen. AnschlieBend konnen die daraus
gewonnenen Erkenntnisse wieder auf die biologische Vorlage iibertragen werden.
Hierdurch werden die Untersuchungen von Protein-Oberflichen-Wechselwirkungen
sowie von den dabei zugrundeliegenden Adhisionsmechanismen mdglich.’
Beispielsweise wurde eine Oberfliche hergestellt, welche die Kohlenhydratoberflache
einer Zelle nachahmt wund zusitzlich eine photochemische Schaltung der
Kohlenhydrateinheiten ermoglicht. Die Adhésion eines Bakteriums an diese Oberfliche
konnte aufgrund der Wechselwirkung von bakteriellen Proteinen mit den
Kohlenhydrateinheiten photochemisch gesteuert werden.® Derartige Systeme erlauben,
ein tieferes Verstidndnis fiir die molekularen Prozesse in biologischen Systemen zu

entwickeln.

In dieser Arbeit werden Projekte beschrieben, welche neuartige Materialien zur
Untersuchung von Biomolekiilen, insbesondere Proteinen, entwickeln. Ein Teil dieser
Arbeit beschiftigt sich mit Materialien, welche die Pridparation von Biomolekiilen zur

Bestimmung ihrer Struktur mittels Kryo-TEM vereinfachen. Ein anderer Teil beschiftigt



sich mit biomimetischen Materialien, welche die Struktur eines Biomolekiils oder eines

Ensembles von Biomolekiilen nachahmen und deren Untersuchung ermdglichen.

1.1. Elektronenmikroskopie

In der Elektronenmikroskopie wird die zu untersuchende Probe mithilfe von Elektronen
abgebildet, wobei es zwei hauptsidchlich verwendete Arten von Elektronenmikroskopien
gibt: Die Rasterelektronenmikroskopie (REM; scanning electron microscopy, SEM) und

die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).

Die REM ist eine Methode zur Untersuchung von Oberflachen, indem diese mit einem
stark fokussierten Elektronenstrahl entlang eines Rasters abgefahren werden. Die entlang
des Rasters aufgrund verschiedener Prozesse von der Probe ausgesendeten Elektronen
werden detektiert und ein Abbild der Oberfliche erhalten. In der TEM wird die zu
untersuchende Probe von einem Elektronenstrahl durchstrahlt und, vergleichbar zu einem
Lichtmikroskop, auf einem Flidchendetektor abgebildet. Die REM erreicht Auflésungen
im Bereich weniger Nanometer,” wohingegen die TEM sogar Aufldsungen von etwa

einem Angstrom ermoglicht. ™

Generell wird beim Arbeiten mit freien Elektronen in einem Elektronenmikroskop ein
Vakuumsystem bendtigt, um Zusammenstofe der Elektronen mit Gasmolekiilen zu
vermeiden und Bauteile, wie die Elektronenquelle, zu schiitzen. Es gibt verschiedene
Methoden, um den fiir die Elektronenmikroskopie bendtigten Elektronenstrahl zu
erzeugen. Haufig verwendete Elektronenquellen basieren auf der thermischen Emission
von Elektronen (Wolfram-Haarnadelkathode oder Lanthanhexaborid (LaBg)-Kathode)
oder dem Anlegen einer hohen Spannung an eine diinne Metallspitze
(Feldemissionskathode). Anschlieend werden die aus der Kathode ausgetretenen freien

Elektronen im elektrischen Feld beschleunigt.”'

Der erzeugte Elektronenstrahl muss weiterhin mithilfe eines elektromagnetischen
Linsensystems fokussiert werden. Elektromagnetische Elektronenlinsen bestehen aus
einer Spule, deren magnetisches Feld eine Kraft auf die Elektronen ausiibt und diese zur
optischen Achse lenkt. In der TEM ist aufgrund der kleinen Wellenlédnge eines

beschleunigten Elektrons gemiB der Theorie von Abbe'' eine Aufldsung von wenigen
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Picometern moéglich. Im Gegensatz zu einem Lichtmikroskop kommen jedoch keine
geschliffenen, optischen Linsen, sondern elektromagnetische Elektronenlinsen zum
Einsatz. Es ist nicht moglich, eine fehlerfreie elektromagnetische Elektronenlinse zu
verwirklichen. Dies fiihrt dazu, dass in der Elektronenmikroskopie Abbildungsfehler ein
grofleres Problem darstellen und das Auflosungsvermogen eines Elektronenmikroskops
herabgesetzt wird.'"” AnschlieBend wird der fokussierte Elektronenstrahl auf die Probe
gelenkt und zur Erzeugung eines Abbildes der Probe genutzt. Hier unterscheiden sich die

REM und TEM grundlegend.

1.1.1. Rasterelektronenmikroskopie

In einem REM wird in einer Hochvakuumkammer ein Elektronenstrahl erzeugt und
fokussiert. Der erzeugte Elektronenstrahl wird mithilfe eines Ablenkungssystems entlang
eines Rasters schnell iiber die Probe hinwegbewegt. Hierdurch wird der gesamte zu
untersuchende Bereich der Probe bestrahlt. An jedem Punkt werden die von der Probe
ausgehenden Elektronen detektiert, wodurch ein Abbild der Probe entsteht (siche
Abbildung 1).”

Verschiedene Prozesse fithren zu den von der Probe ausgehenden Elektronen.
Hauptsédchlich werden jedoch die von der Probe zuriickgestreuten Elektronen und
emittierten Sekundirelektronen zum Abbilden der Probe genutzt. Trifft der
Primarelektronenstrahl auf die Probe, kommt es zu elastischen und inelastischen Stofen
mit den Atomen in der Oberfldche. Bei der elastischen Streuung von Elektronen an der
Probe werden die Elektronen mit praktisch gleicher kinetischer Energie von der Probe
zuriickgestreut. Das bedeutet, die Energie dieser riickgestreuten Elektronen liegt im
Bereich mehrerer keV. Stoen die Elektronen inelastisch mit Atomen in der Oberfliche
zusammen, kommt es zur Erzeugung von Sekunddrelektronen. Sekundérelektronen
entstechen durch das Herauslésen von schwach gebundenen Elektronen aus dem
Festkorper und besitzen iiblicherweise eine kinetische Energie im Bereich weniger
Elektronenvolt. Zur Detektion werden hiufig Elektronenszintillationsdetektoren oder

Halbleiterdetektoren verwendet.’



Sekundéarelektronen/
rickgestreute Elektronen

Elektronenquelle Ablenkung

magnetisches Linsensystem

Primarelektronenstrahl

Abbildung 1: Aufbau eines Rasterelektronenmikroskopes: Der Elektronenstrahl wird durch magnetische Linsen
fokussiert und auf die Probe abgelenkt (Primirelektronenstrahl). Die von der Probe ausgehenden Elektronen
(riickgestreute und Sekundiirelektronen) konnen detektiert und ein Abbild der Probe erhalten werden.

1.1.2. Transmissionselektronenmikroskopie

Der schematische Aufbau eines TEMs ist in Abbildung 2 dargestellt. Dieses besteht aus
einer Vakuumkammer mit Vakuumsystem (nicht dargestellt), in welcher eine
Elektronenquelle einen  Elektronenstrahl erzeugt. Dieser trifft durch ein
elektromagnetisches Linsensystem auf die Probe, wodurch diese parallel beleuchtet

wird.!°

Beim Durchgang durch die Probe werden die Elektronen durch elastische und inelastische
StoBe an den Atomkernen abgelenkt. Hierdurch wird ein Abbild der vom Elektronenstrahl
durchleuchteten Probe erhalten. Der Kontrast im TEM entsteht vornehmlich durch die
Massenzahl der in der Probe enthaltenen Elemente. Dicke Probenbereiche und Areale mit
schwereren Atomen erscheinen dunkler.'” In der Kryo-EM biologischer Molekiile,
welche aus leichten Elementen (kleine Kernladungszahl) bestehen, wird hauptsédchlich der

Phasenkontrast zur Bilderzeugung verwendet."

Hinter der Probe befindet sich ein weiteres elektromagnetisches Linsensystem (Objektiv
und Projektive). Dieses erzeugt ein vergrofertes Bild der Probe, welches auf dem
Bildschirm abgebildet wird. Zur Darstellung des Endbildes kann beispielsweise ein

Photofilm, Leuchtschirm oder ein CCD-Detektor verwendet werden. Die digitale
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Bilderfassung hat jedoch die Aufnahme auf Photofilmen praktisch ersetzt, da diese
anschliefend zur standardmiBig computerunterstiitzen Analyse digitalisiert werden

miissen. %!

Vakuumkammer ~

Kohlenstofflochfilm

Elektronenquelle TEM-Netz

4

elektromagnetisches —
Linsensystem

Probe

-
[
«
r

elektromagnetisches
Linsensystem

®
®
®©
® {
L J
e
.

<

Bildschirm

Abbildung 2: Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops (TEM), TEM-Netz und Rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahme eines amorphen Kohlenstofflochfilms'* (mit freundlicher Genehmigung der Firma
Quantifoil®). Ein TEM besteht aus einer Vakuumkammer, in welcher ein Elektronenstrahl erzeugt wird, der
durch elektromagnetische Linsen auf die Probe gerichtet wird und diese durchstrahlt. Ein weiteres
elektromagnetisches Linsensystem vergrofiert das Bild der Probe und bildet es auf einem Bildschirm ab. Die zu
untersuchenden Biomolekiile (Probe) werden auf einem amorphen Kohlenstofflochfilm, welcher von einem
TEM-Netz gestiitzt wird, pripariert.

Die Probe wird auf einem kreisférmigen TEM-Netz mit einem Durchmesser von 3 mm
prapariert und in dem Probenhalter fixiert. Das Metallnetz hat tiiblicherweise eine
Maschengrofle von einigen 10 bis zu mehreren hundert Mikrometern. Fiir TEM an
Biomolekiilen haben sich zudem amorphe Kohlenstofflochfilme als Trigermaterial

bewaihrt.

1.2. Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie von Biomolekiilen

Die Kryo-TEM erlaubt die Untersuchung biologischer Proben bei tiefen Temperaturen in

einem nahezu nativen Umfeld. Die Methode ermoglicht hierdurch die Auflosung



Molekularer Strukturen von Biomolekiilen, wodurch ein Verstindnis fiir biologische

Abliufe entwickelt werden kann.?

Um die biologische Probe bei tiefen Temperaturen in einem TEM mikroskopieren zu

konnen, muss diese zunichst in geeigneter Weise prapariert werden.

1.2.1. Probenpriparation fiir die Kryo-TEM

Die Préparation von Biomolekiilen fiir die Kryo-TEM erfolgt iiblicherweise auf einem
TEM-Netz, das mit einem Lochfilm bedeckt ist. Je nach Probenanforderung sind TEM-
Netze aus verschiedenen Materialien (Kupfer, Gold, Molybdén, Siliziumnitrid oder
Siliziumoxid) erhéltlich. Die darauf liegenden Lochfilme bestehen iiblicherweise aus
Kohlenstoff, aber auch Gold oder Siliziumverbindungen finden hier Anwendung.
AuBlerdem kommen verschiedene Lochgrofen und Geometrien zum Einsatz. Je nach
Probeneigenschaften oder Anforderungen des Experiments muss das Netz-Material oder
die Lochgeometrie angepasst werden. Aufgrund der Haftungseigenschaften der
Biomolekiile kann es zusdtzlich notwendig sein, den Lochfilm vorzubehandeln (z.B.
mittels Plasma), um eine optimale Verteilung der Biomolekiile in der Eisschicht zu

erhalten.”

Von entscheidender Bedeutung ist auch die Vorbereitung der zu
mikroskopierenden Probe. Diese sollte moglichst nur das zu untersuchende Biomolekiil
enthalten, um eine homogene Kryo-Probe zu erhalten. Hierfiir sind oftmals viele

Reinigungsschritte notwendig.’

Die Biomolekiile werden in einer vorzugsweise diinnen Schicht aus amorphem Eis
(<20 nm)'® in den Lochern des Trigermaterials fixiert. Hierfiir muss die wissrige Probe
schnell (~10° °C/sec) gefroren werden.’ Dies ist notwendig, um die Ausbildung von
Eiskristallen zu vermeiden und einen amorphen Eisfilm zu erhalten. Eiskristalle sind im
TEM sichtbar'’ und erschweren oder verhindern hierdurch die Mikroskopie des zu
untersuchenden Biomolekiils. AuBerdem kann ein langsames Frieren biologischer Proben
Einfluss auf die Struktur der enthaltenen Biomolekiile haben und diese veridndern.'® Es
wird darauf geachtet, dass die Eisschicht nicht zu dick ist, um eine optimale Dichte an

Biomolekiilen im Eis zu erhalten (siche Abbildung 3).
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Abbildung 3: Priparierte Kryo-Probe: Die Biomolekiile sind in einer diinnen Schicht aus amorphem Eis,
welches das Loch eines Kohlenstofflochfilms iiberspannt, fixiert.

In Abbildung 4 ist die Priparation von Kryo-Proben dargestellt. Hierzu wird eine kleine
Menge der Probenldsung, welche das Biomolekiil geldst in einem Puffermedium enthélt,
auf das Netz aufgetragen. Unter genau kontrollierten Bedingungen wird iiberschiissige
Losung durch Kontakt mit einem Filterpapier entfernt (sog. ,,Blotting*). AbschlieSend
wird die Probe sofort durch Eintauchen in ein fliissiges Kryogen (hédufig fliissiges Ethan)
gefroren und in einen gekiihlten Kryo-Halter iiberfiihrt."

Filterpapier / !
b flussiges
/ Kryogen
LI — >
Probenlésung mit \ e i
-Ne

Biomolekulen

Probe auftragen Blotting Einfrieren

Abbildung 4: Probenpriparation fiir die Kryo-TEM: Die Probe wird auf einem Lochfilm, welcher auf einem
TEM-Netz fixiert ist, aufgetragen. Anschliefend wird iiberschiissige Losung durch kurzen Kontakt mit einem
Filterpapier entfernt und die Probe rasch eingefroren.'

1.2.2. Trigermaterialien fiir die Kryo-TEM

An Triagermaterialien fiir die Kryo-Elektronenmikroskopie werden spezielle
Anforderungen gestellt. Idealerweise sind die Materialien bei den tiefen Temperaturen,
bei denen das Experiment durchgefiihrt wird, leitfadhig, um Ladungen abfiihren zu

konnen. Hierdurch werden Aufladungseffekte, welche zu einer Unschérfe des Bildes



fiilhren, vermieden. Werden kontinuierliche Filme verwendet, sollten die Materialien
moglichst diinn sein (im Optimalfall eine Atomlage dick), um das Rauschen aufgrund
inelastischer Streuung der Elektronen gering zu halten. Aulerdem miissen die Materialien
im Elektronenstrahl relativ stabil sein. Graphen bietet diese Eigenschaften und ist in
dieser Hinsicht ein optimaler Trigerfilm," aber auch andere Materialien, wie amorphe
Kohlenstofffilme, Kohlenstoffnanomembranen® (engl. Carbon nanomembranes, CNMs)
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oder organische Filme, eignen sich.

1.2.2.1. Amorphe Kohlenstoffschichten

Amorphe Kohlenstofflochschichten sind das am héaufigsten verwendete Material zur
Préparation biologischer Proben fiir die Kryo-TEM. Es finden sowohl kontinuierliche als
auch lochrige Kohlenstofffilme Anwendung. Diese Lochfilme konnen durch
Photolithographie hergestellt werden. Hierfiir wird ein Siliziumwafer mit einer Schicht
aus Gelatine, welche mit Glutaraldehyd quervernetzt wird, beschichtet. Auf diese Lage
wird ein Photolack aufgebracht und durch eine Maske belichtet. Im Anschluss an die
Belichtung wird die quervernetzte Schicht aus Gelatine enzymatisch verdaut, der
strukturierte Photolack abgehoben und auf das TEM-Netz tibertragen. Im Vakuum wird
eine Schicht Kohlenstoff auf dem Photolack aufgebracht. AbschlieBend wird der
Photolack entfernt und hierdurch ein TEM-Netz erhalten, welches mit dem strukturierten

Kohlenstofflochfilm beschichtet ist.?*

In Abhingigkeit des Herstellungsverfahrens und des Alters der Kohlenstoffschichten
unterscheiden sich deren Eigenschaften. Gleichermallen wvariiert die Affinitdt der
Biomolekiile zu der hydrophoben Oberfliche des amorphen Kohlenstoffes stark,
weswegen hdufig eine Modifizierung der Oberfliche notwendig ist. Die
Oberfldcheneigenschaften konnen durch UV-Licht- oder Plasmabehandlung, aber auch
durch Beschichtung mit Poly-L-lysin oder Detergentien angepasst werden. Das jeweilige
Verfahren ermdglicht, die Verteilung der Partikel in den Lochern des Kohlenstofffilms zu
verdandern. Das Vorgehen muss jedoch fiir jede Probe individuell optimiert werden, um

eine optimale Verteilung der Biomolekiile zu erreichen.®?



1.2.2.2. Kohlenstoffnanomembranen

Kohlenstoffnanomembranen (CNMs) sind zweidimensionale Kohlenstoffschichten mit
einer hohen mechanischen Stabilitit und einer Dicke von etwa einem Nanometer. Eine
Moglichkeit zur Herstellung von CNMs ist die Bestrahlung von Oligophenyl-basierten
selbstanordnenden Monolagen (SAMs, sieche Kapitel 1.3.) mit Elektronen, wodurch es zur
Quervernetzung der einzelnen Molekiile kommt. Aullerdem werden funktionelle Gruppen
in den SAMs von der Bestrahlung mit Elektronen beeinflusst, so werden bspw.
Nitrogruppen zu Aminogruppen reduziert (siche Abbildung 5). Die Verwendung
funktioneller Kopfgruppen ermdglicht aber auch eine Funktionalisierung der
Nanomembran. Mithilfe von Elektronen- und EUV-Lithographie oder durch die

Verwendung eines fokussierten Elektronen- oder Laserstrahls ist es moglich, CNMs zu

strukturieren.?®2®
NO, NO, NO, NO,
=‘ =‘ =l =‘ Elektronenbeschuss o
A S A 5 3 5 F
Goldsubstrat Goldsubstrat

Abbildung 5: Herstellung von Kohlenstoffnanomembranen durch Elektronenbeschuss einer selbstanordnenden
Monolage. Durch den Beschuss mit Elektronen werden Nitrogruppen zu Aminogruppen reduziert.”’

CNMs konnen von dem Substrat, auf welchem sie quervernetzt wurden, abgeldst und auf
TEM-Netze iibertragen werden. Somit konnen freistehende Membranen erhalten werden.
Diese eignen sich insbesondere aufgrund ihrer geringen Dicke bei gleichzeitig hoher
mechanischer Stabilitit als Trigermaterial fiir die TEM.**?! Werden CNMs im
Ultrahochvakuum stark erhitzt, kommt es zu einer Umlagerung von Atomen, wodurch
sich die Leitfahigkeit erhoht (conductive carbon nanomembrane, cCCNM). Die erhohte
Leitfdhigkeit ist im TEM-Experiment von Vorteil, da hierdurch Aufladungseffekte

: 20
verringert werden.
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1.2.2.3. Polymere Nanomembranen

Eine Vielzahl organischer Molekille wurde fiir die Herstellung polymerer
Nanomembranen verwendet. Es konnten bereits freistethende Membranen erhalten
werden, welche im TEM untersucht wurden.””??*>* Nachteile polymerer Nano-
membranen sind ihre schlechte elektrische Leitfahigkeit und die hiufig grofe Dicke."
Die organischen Filme konnen durch chemische Quervernetzung einzelner Molekiile auf

einer Oberfliche hergestellt und anschlieBend transferiert werden.”

Ein Beispiel hierfiir ist eine Polyethylenglykol(PEG)-basierte Nanomembran (siche
Abbildung 6). Zu deren Fabrikation wird eine Mischung eines Epoxy- und eines Amino-
terminierten PEG-Derivates auf eine Oberflache aufgebracht und durch Erwédrmen zur
Reaktion gebracht. AnschlieBend kann das quervernetzte Polymer als Membran von dem
Substrat abgehoben werden. Hierdurch konnen freistehende Membranen mit einer Dicke

von 10 - 350 nm oder mehr erhalten werden.??

1
: H J"V\ : .
pX= N gy PEG-:
! - . v E
PEG-NH RS S : {PEG-0 O
{ PEG-: o
H,N-PEG-0 —0 ’ 7\ ;
’ Y --PEG-O O 0—  0-PEG-
0~/  O-PEG-NH — PEG-X-PEG
H,N-PEG ’ o—/ 0-PEG-X-PEG-0 O .
Xo) o/ O-PEG-X-PEG-O O
PEG—] PEG-X-PEG pamt )
4~ PEGQ 0 4pPeG-0 O .o~/ o-pesi
= 0 — J -$-PEG
= P=" OSREG=] o~/ Db-PEGH
o~ PEG i-PEG
reaktive PEG-Bausteine guervernetztes EG-Polymer

Abbildung 6: PEG-basierte polymere Nanomembran:** Die beiden reaktiven Polymerbausteine werden durch
Erhitzen zur Reaktion gebracht und bilden ein quervernetztes EG-Polymer. Wird dieser Vorgang kontrolliert
auf einem geeigneten Substrat durchgefiihrt, konnen polymere Nanomembranen erhalten werden.

1.2.3. Strukturberechnung von Biomolekiilen mittels Kryo-TEM

Fiir die Berechnung der Struktur von Biomolekiilen werden TEM-Aufnahmen mit

hochenergetischen Elektronen von den Partikeln in den Lochern des Lochfilms
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gesammelt. Die Verwendung einer hohen Beschleunigungsspannung und einer geringen
Elektronendosis hilft Schidigungen des sensitiven, biologischen Materials zu vermeiden,
da hierdurch die Ionisationswahrscheinlichkeit abnimmt. Die Qualitit der
mikroskopischen Aufnahmen ist entscheidend fiir die Auflosung und die Qualitdt der

Struktur, die aus ihnen bestimmt wird.

Zur Bestimmung der Struktur von Biomolekiilen wird die single particle analysis (SPA)
verwendet. Hierbei handelt es sich um ein computerunterstiitztes Verfahren, in welchem
verschiedene Orientierungen vieler Proteine gemittelt werden. Aufgrund der vielen
Ansichten der Partikel ist es moglich, die dreidimensionale Struktur des Biomolekiils aus

der zweidimensionalen Projektion zu berechnen.

amorphes Eis Biomolekadil

y

-
rm————

Z

2D-Aufnahmen verschiedener
Orientierungen des Biomolekiils

X

zufdllige Rotation um alle
Molekiilachsen des Biomolekiils

3D-Struktur des Biomolekiils

Abbildung 7: 3D-Strukturbestimmung mittels single particle analysis (SPA). Eine Vielzahl an Partikeln mit
verschiedenen Orientierungen des Biomolekiils werden in einem amorphen Eisfilm in den Léchern eines
amorphen Kohlenstofflochfilms gefroren. AnschlieBend werden TEM-Aufnahmen der Partikel in den Lochern
gesammelt. Aus den 2D-Aufnahmen vieler Partikel mit verschiedenen Orientierungen des Biomolekiils kann die
3D-Struktur des Biomolekiils berechnet werden. Teile der Abbildung wurden der Literatur 35 entnommen.

Die SPA unterscheidet sich hiermit von der Tomographie, bei der viele Ansichten
desselben Biomolekiils aufgenommen werden, indem das TEM-Netz im Strahl gekippt

wird. Hierdurch wird die kumulierte Elektronendosis der bei verschiedenen Kippwinkeln
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gesammelten Aufnahmen, auf ein Biomolekiil eingestrahlt. Dies fiihrt dazu, dass bei
sensitivem biologischen Proben mit einer geringen Elektronendosis gearbeitet werden
muss, um eine Schidigung der Probe zu minimieren, was wiederum zu einem geringeren
Kontrast in der Aufnahme fiihrt. In der SPA verteilt sich die Elektronendosis auf die in
verschiedenen Orientierungen vorliegenden Biomolekiile, weswegen hier mit deutlich

héheren (ein bis zwei GroBenordnungen) Elektronendosen gearbeitet werden kann.'

In der SPA ist wichtig, dass nur gleichartige Biomolekiile fiir die Berechnung verwendet
werden. Aullerdem geht die Methode von der Annahme aus, dass die dreidimensionale
Struktur der Objekte korrekt durch die zweidimensionalen Projektionen dargestellt wird.
Typische SPA Datensitze bestehen aus vielen tausend mikroskopischen Aufnahmen, in
denen wiederum bis zu tausend Projektionen des Biomolekiils in verschiedenen
Orientierungen enthalten sein konnen. Bei der anschlieBenden Mittelung der vielen
Projektionen steigt das Signal-zu-Rausch Verhiltnis deutlich an. Alle Projektionen
werden anhand ihrer Orientierung sortiert und eine dreidimensionale Struktur des
Biomolekiils berechnet. Weiterhin gibt es eine Vielzahl an Methoden, die Datensétze

durch eine geeignete Nachbearbeitung zu optimieren.'’

1.3. Selbstanordnende Monoschichten

Eine wichtige Methode zur gleichmédBigen Beschichtung von Oberflichen, die
beispielsweise fiir die Herstellung von Membranen weiter prozessiert werden sollen, sind
Selbstanordnende Monoschichten (engl. self-assembled monolayers, SAMs). SAMs
stellen eine Moglichkeit zur gezielten Funktionalisierung von Oberflichen mit
organischen Molekiilen dar. Durch kovalente Bindung der oberflichenaktiven Molekiile
an das Substrat und nachfolgende Selbstanordnung aufgrund intermolekularer

Wechselwirkungen konnen oft hochgeordnete Monoschichten entstehen.

Ein SAM-bildendes Molekiil besteht aus einer Ankergruppe, einem Spacer und einer
Kopfgruppe. Die Ankergruppe bindet an das Substrat und ist iiber einen Spacer an die
Kopfgruppe gebunden (siche Abbildung 8). Die Kopfgruppe kann unterschiedlich
funktionalisiert werden und ermdglicht hierdurch, die Eigenschaften der Oberfliche in

einem weiten Bereich zu variieren. Zur Bildung einer SAM muss die Ankergruppe eine
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kovalente Bindung mit dem Substrat eingehen konnen. Hierfiir wurden eine Reihe
verschiedener Systeme entwickelt. Das am besten untersuchte System sind
Organothiolate auf Goldoberflichen. Zur Abscheidung eines SAMs wird das Substrat
einer verdiinnten Losung oder dem Dampf der SAM-bildenden Verbindung ausgesetzt

(siche Abbildung 8).*°

Kopfgruppe '

SAM

Ankergruppe

________________________________ \
o °
Q 9

2 @

Abbildung 8: Abscheidung und Aufbau einer SAM: Zur Abscheidung einer SAM wird das Substrat in eine
Losung des SAM-bildenden Molekiils eingetaucht. Es kommt zur Anbindung der Molekiile iiber die
Ankergruppe. Die Molekiile ordnen sich aufgrund intermolekularer Wechselwirkungen der Kopfgruppen und
der Spacer. Nach einer definierten Zeit wird das mit einer SAM beschichtete Substrat aus der Losung
genommen und abgespiilt.

Zur Bildung von SAMs auf Basis der Schwefel-Gold-Bindung kénnen verschiedene
reaktive Schwefelverbindungen wie Alkan- oder Arenthiole verwendet werden.
AuBerdem ist es mdglich, die jeweiligen Disulfide zu verwenden.’® Thiolat-SAMs
besitzen nur eine maBige thermische Bestindigkeit’’ (Abbau ab ca. 100 °C) und kénnen

an Luft oxidieren.’®*

Eine géingige Methode zu Abscheidung von SAMs auf Gold besteht darin, das
Goldsubstrat in eine verdiinnte ethanolische Losung (= 1-10 mM) der SAM-bildenden
Spezies einzutauchen und diese flir 12-18 Stunden bei Raumtemperatur einwirken zu

40

lassen.” In Abhingigkeit von dem zu immobilisierenden Molekiil, kénnen jedoch

Abweichungen bei der Einwirkzeit, der Temperatur oder der Konzentration notig sein.
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Als Goldsubstrat dient in der Regel eine auf einem Triagermaterial (z.B. Siliziumwafer)
aufgebrachte Gold (111)-Oberflache. Diese thermodynamisch begiinstigte Oberfliche hat

sich fiir die Herstellung von SAMss etabliert, da sie sich leicht herstellen ldsst.*!

Die erhaltenen Schichten sind hiufig nicht defektfrei. Bei den Defekten handelt es sich
z.B. um einzelne fehlende Molekiile (sog. pinholes) oder ganze Reihen fehlender
Molekiile sowie fehlgeordneten Domédnen. Neben den Abscheidebedingungen sind die
Eigenschaften der Molekiile fiir die Ordnung der SAMs entscheidend. Insbesondere die
Spacerldnge entscheidet, ob ein stark fehlgeordneter SAM entsteht, da kiirzere

Kettenlingen zu weniger stabilisierenden Wechselwirkungen fiihren.*’

1.4. Adsorption von Proteinen an Oberflichen

Die Eigenschaften, welche eine Oberfliche besitzt, sind auch entscheidend fiir die
Anlagerung von Proteinen. Proteine besitzen hydrophile und hydrophobe Untereinheiten,
was es ihnen ermoéglicht, an einer Vielzahl von Oberflichen zu adsorbieren. Hierbei
konnen sie tliber viele Stellen eine Fiille an Wechselwirkungen mit der jeweiligen
Oberfliche ausbilden und sich dadurch fest an diese anlagern.** Die Art der
Wechselwirkung hingt von der Beschaffenheit der Oberfliche ab. So lagern sich
beispielsweise hydrophobe Seitenketten an hydrophobe Oberflichen an. AuBlerdem
konnen die adsorbierenden Proteine die auf der Oberfldche befindlichen Wassermolekiile
verdringen. Dieser Vorgang ist entropisch begiinstigt, da sich die Wassermolekiile

danach frei bewegen kénnen und somit mehr Freiheitsgrade erhalten.*’

Der Adsorptionsvorgang von Proteinen an Oberflachen kann in mehrere Schritte unterteilt
werden (sieche Abbildung 9), wobei sich zunichst das Protein der Oberfliche nihert und
erste Wechselwirkungen ausbildet. AnschlieBend verdringt das Protein die an der
Oberflache angelagerten Wassermolekiile und lagert sich unter Beibehaltung seiner
nativen Form reversibel an die Oberfliche an. Am Ende kommt es zu einer
Konformationsédnderung, wodurch das Protein denaturiert und so die Wechselwirkungen
mit der Oberfliche maximiert. Das Protein ist so irreversibel an der Oberfliche

angelagert.**
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Abbildung 9: Proteinanlagerung an eine Oberfliche: Das Protein nédhert sich der Oberfliche und adsorbiert
zunichst reversibel, wobei die an der Oberfléiche angelagerten Wassermolekiile verdringt werden. Anschliefend
kommt es zur Konformationsinderung (Denaturierung) und das Protein adsorbiert irreversibel an der
Oberfliche.*

1.5. Adhision von Bakterien an Oberflichen

Fiir die Entstehung von Infektionen ist die Bakterienadhésion ein essentieller Schritt.
Deswegen ist das Unterbinden der bakteriellen Adhidsion, gerade bei zunehmenden

Antibiotikaresistenzen, ein stark wachsendes Forschungsgebiet.**°

Es wird grundsitzlich zwischen zwei Arten der Bakterienadhdsion unterschieden, die
aktive und die passive Adhision. Bei der aktiven Adhidsion haften nur die lebenden
Mikroben an der Oberflache, das heilit, es bedarf einer physiologischen Aktivitdt zur
Anlagerung. Bei der passiven Adhidsion kann eine Anhaftung auch im abgestorbenen

Zustand erfolgen.*’

Der Mechanismus der aktiven Adhésion lduft bei den meisten Bakterien in zwei Schritten
ab (siche Abbildung 10). Im ersten Schritt sondern die Bakterienstimme Haftproteine ab,
um durch diese mit der Oberfliche wechselwirken zu konnen. Im zweiten Schritt
verwenden die Bakterien fadenformige Fortsédtze (Flagellen, Fimbrien, Pili) um sich mit
Hilfe dieser Proteine zu verankern.*® Um sich vor Umwelteinfliissen zu schiitzen sondern
die sessilen Bakterien dann extrazelluldre polymere Substanzen (EPS) ab, welche sie
umbhiillen. EPS bestehen hauptsichlich aus Polysacchariden, enthalten aber auch Proteine,
Nukleinsduren, Peptidoglycane oder Lipide. Die Gesamtheit von EPS und aggregierten

Bakterien bezeichnet man als Biofilm.*>*>°
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Bakterienadhésion & Biofilmbildung

Abbildung 10: Bakterienadhiision mit anschliefender Biofilmbildung: Zunichst sondert das Bakterium
Haftproteine ab, welche es ihm im Anschluss erméglichen, leicht an der Oberfliche zu adhirieren. Haben sich
Bakterien an die Oberfliche angelagert, produzieren sie extrazelluliire polymere Substanzen, um sich vor
Umwelteinfliissen zu schiitzen.

1.6. Biorepulsive Oberflichen

Die unkontrollierte Ansammlung von Biomaterial auf Oberflichen, welche in Kontakt
mit einem biologischen Medium stehen, schrankt deren Funktionalitdt ein und fiihrt zur
Anlagerung weiteren Biomaterials.”’ Um die Bildung eines derartigen Biofilmes zu
verhindern, wurden mehrere Oberflichenbeschichtungen entwickelt. Diese basieren
hdufig auf der Unterdriickung der Adsorption von Proteinen, da viele Biofouling-Prozesse
mit deren Anlagerung beginnen.’' AuBerdem finden Beschichtungen Verwendung,
welche giftig fiir Mikroorganismen sind und hierdurch deren Wachstum unterdriicken. So
fanden hydrophobe, hydrophile und nanostrukturierte Oberflichen sowie anti-fouling
Lackierungen Anwendung, welche beispielsweise Tributylzinnoxid oder andere Biozide
enthalten.’>>  GroBie  Aufmerksamkeit erhielten umweltfreundliche, polymere

Beschichtungen, wie Polyglycerol (PG),54_57 Polyethylenglykol (PEG),‘B’SS‘62

51,63 51,64

Phospholipide oder Polysaccharide, welche Hydrogele ausbilden koénnen und
hierdurch die Bildung eines Biofilmes verhindern. Wichtig ist, dass die biorepulsive

Beschichtung unter den vorgesehenen Einsatzbedingungen ausreichend stabil ist.®’

Insbesondere Polymere wie PEG oder PG, welche in Verbindung mit Wasser Hydrogele
ausbilden, haben sich zur biorepulsiven Oberflichenbeschichtung bewihrt.”>%%%
Beobachtungen zeigten, dass der Entropiegewinn aus der Hydratation dieser Oberfliche
grofer ist als deren intermolekulare Wechselwirkungen mit dem Protein. Durch die
Anlagerungen des Proteins an das Hydrogel wird dessen Beweglichkeit eingeschriankt,

was zu einer Reduktion der Freiheitsgrade flihrt, was wiederum entropisch nachteilig ist.
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Die Interaktionen der Proteine mit der Hydrogeloberfliche {iber Wasserstoff-
briickenbindungen, Van-der-Waals und elektrostatische Wechselwirkungen werden

eingeschrinkt und die Adhision vermindert.*6%7%"!

1.6.1. Polyglycerolschichten

Polyglycerol ist aufgrund seiner hohen Biokompatibilitidt und gleichzeitig biorepulsiven
Eigenschaften in den Fokus der Forschung geriickt.”>’* PG wird durch die Polymerisation
von Glycidol (2,3-Epoxy-1-propanol) erhalten, wobei lineare oder hyperverzweigte

Polymere entstehen konnen. Welches Polymer erhalten wird, kann durch Einstellen der

Reaktionsbedingungen gesteuert werden.”>”*
a) OH B
o
- OH
- OH o L o
Nuc C L}—f’f - ™ N uc. A OH = > Nuc \V/LKV,OH
\ / i}
~ e — 1,3-vernupft
transfer
OH
OH L on MO
Nuc \/J O Nuc \_v)\/o ~ NG
1,4-verntipft
b) _OH
0. Pu
2 O_‘ﬁ\) OH L L e e Nuc
Nuc >/ —— o _A_OH —
, 5 oL _oH
\ J,

Abbildung 11: Polymerisation von Glycidol zu Polyglycidol: a) Angriff eines Nukleophils (Nuc) am C;-Atom
eines Glycidolmolekiils. Das gebildete Alkoholat-Anion reagiert mit weiteren Glycidolmolekiilen zu Polyglycidol.
Es ist jedoch moglich, dass es zu einem Protonentransfer kommt, wodurch 1,3- und 1,4-verkniipftes Polyglycidol
entstehen kann. b) Angriff eines Nukleophils (Nuc) am C,-Atom eines Glycidolmolekiils und anschliefende
Kettenfortpflanzung.
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Das Epoxid wird durch einen nukleophilen Angriff an der &uBeren, niedriger
substituierten Seite (C;-Atom) gedffnet, wodurch es zur Bildung eines Alkoholat-Anions
kommt (sieche Abbildung 11, a). Allerdings ist die sterische Hinderung am hdoher
substituierten Kohlenstoffatom (C,-Atom) nicht grofl genug, um einen Angriff vollstindig
zu verhindern, weswegen es moglich ist, dass der Angriff auch dort erfolgt (siche
Abbildung 11, b).”” Das gebildete Alkoholat-Anion kann als Nukleophil mit weiteren
Glycidol-Molekiilen reagieren und so das Polymer in einer Kettenreaktion aufgebaut
werden. Eine weitere Mdoglichkeit ist die Wanderung des Protons der Hydroxygruppe,
wodurch das Sauerstoffatom der Hydroxygruppe als Nukleophil reagieren kann (siche
Abbildung 11, a).”*’® Zusitzlich kénnen inter- und intramolekulare Protonentransfers

stattfinden.”

Es gibt verschiedene Maoglichkeiten, eine Oberfliche mit PG zu beschichten und
hierdurch biorepulsiv zu funktionalisieren. Auf Oberflichen von Materialien mit einer
nativen Oxidschicht, wie Aluminium, Stahl oder Silizium, kann PG durch eine
ringéffnende, anionische Polymerisation aufgewachsen werden. Das Glycidol wird in
diesem Fall nukleophil von einem Sauerstoffatom aus der Oxidschicht angegriffen,
welche als Initiator fiir die Kettenreaktion dient. Mit diesem Verfahren lassen sich viele
Nanometer dicke PG-Schichten auf Oberfldchen polymerisieren (siche Abbildung 12, a).
Fiir eine vollstindige Biorepulsivitit gegeniiber Proteinen sind Schichtdicken von etwa

5 nm auf den oxidischen Oberflachen notig.*®"""®

Aullerdem kann Glycidol auf zuvor nukleophil funktionalisierten Oberflichen

8,79
aufgewachsen werden.”®’

Ein Beispiel ist die Polymerisation auf Aluminium, auf
welchem zuvor eine Monolage 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) aufgebracht
wurde.®” Die nukleophile Aminogruppe des APTMS kann anschlieBend als Initiator fiir

die Polymerisation verwendet werden (siche Abbildung 12, b).

Eine weitere Strategie zur Beschichtung von Oberflichen mit PG ist die
Funktionalisierung der PG-Polymere mit reaktiven Gruppen, welche eine direkte

8084 Diese Methode ermdglicht eine exakte

Anbindung an eine Oberfliche ermdglichen.
Kontrolle der PG-Dendrimere, welche auf der Oberfliche angebracht werden, da die
Polymerbausteine zuvor definiert hergestellt werden konnen. Ein Beispiel hierfiir ist die
Funktionalisierung von PG mit einem Disulfid, welches anschliefend als Monolage auf

einer Goldoberflache abgeschieden werden kann (siehe Abbildung 12, c).%¢
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Abbildung 12: Méglichkeiten zur Beschichtung von Oberflichen mit Polyglycerol (PG): a) Direktes Aufwachsen
von PG durch die Polymerisation von Glycidol an oxidischen Oberfléichen. Die Hydroxygruppen der Oberfliche
wirken hierbei als Initiator fiir die Reaktion. b) Nukelophile Funktionalisierung der Oberfliiche mit einem
geeigneten Reagenz (hier APTMS). Anschliefiend dienen die aufgebrachten nukleophilen Stellen als Initiator fiir
die Polymerisation. ¢) Mit einem Disulfid funktionalisiertes PG kann direkt auf Goldoberfléichen abgeschieden
werden.

1.7. Spezifische Anbindung von Biomolekiilen

Zur spezifischen Anbindung von Biomolekiilen an Oberflichen wurde eine Vielzahl an
Systemen entwickelt, welche insbesondere in der Aufreinigung oder Sensorik
Anwendung finden.* ™ Allen liegt eine spezifische Wechselwirkung zwischen dem zu
bindenden Biomolekiil und einem passenden Gegenstiick, welches an eine Oberfldche

gebunden ist, zugrunde.
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Biomolekiile konnen in ihrer nativen, unverdnderten Form an Oberflichen angebunden
werden. In diesem Fall werden natiirlich auftretende Affinititen von Biomolekiilen
untereinander ausgenutzt. So werden oft Antikdrper, Oligonukleotide, Aptamere oder
Phagen immobilisiert und, aufgrund ihrer spezifischen Wechselwirkung mit

Biomolekiilen, zu deren Erkennung verwendet.®

Eine andere Moglichkeit ist, das zu bindende Biomolekiil zu verdndern, um mithilfe
dieser Markierung (engl. tag) eine spezifische Wechselwirkung zu erreichen.®”
Derartige Verdnderungen haben teilweise einen starken Einfluss auf die Eigenschaften
des Biomolekiils, was jedoch auch gewiinscht sein kann. So gibt es beispielsweise
16slichkeitsvermittelnde Proteinfusions-Tags.” Fiir jedes Protein und fiir verschiedene
Anwendungen werden die Affinitdts-Tags angepasst. Haufig wird auch eine Kombination

1
mehrerer verwendet.’

His-Tag —

Nickel-NTA ——

Abbildung 13: Proteinanbindung an eine mit Nickel-NTA funktionalisierte Oberfldche iiber einen His-Tag: Der
Nickel-NTA-Komplex besitzt zwei freie Koordinationsstellen, welche von zwei Histidin-Einheiten des His-Tags
besetzt werden konnen. Hierdurch konnen Proteine an Oberflichen angebunden werden.

Eine hdufig verwendete Methode ist die der Metallionen-Affinitdtschromatographie, bei
der bestimmte Aminosduresequenzen des Proteins an chelatisierte Metallionen

88,91,92

binden. Zu dieser Klasse gehort auch der Polyhistidin-Tag, kurz His-Tag. Dieser

Tag besteht aus mindestens sechs Histidin-Resten, welche an den C- oder N-Terminus
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des gewiinschten Proteins kloniert werden. His-markierte Proteine binden mit hoher
Affinitdt an zweiwertige Nickel-, Kobalt- oder Kupferionen. In Kombination mit dem
His-Tag werden hdufig Derivate der Nitrilotriessigsdure (NTA) mit Nickelionen zur
Immobilisierung der Metallionen verwendet. Hierbei bildet sich ein oktaedrischer
Chelatkomplex aus, bei welchem zwei Koordinationsstellen des Nickelions durch
Wassermolekiile besetzt sind. An diese Koordinationstellen konnen die Histidine des His-
Tags mit hoher Affinitdt selektiv binden (siche Abbildung 13). Andere Biomolekiile
konnen anschlieBend durch Waschen der festen Phase entfernt werden. Das Protein kann
durch Waschen mit einem kompetitiven Reagenz wie Imidazol oder durch Entfernen des
Metallions mit Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) aus dem Komplex gelost

91,92
werden.”

Um His-Tag Proteine mit hoherer Affinitét zu binden, konnen multivalente Verbindungen
eingesetzt werden, in welchen mehrere NTA-Gruppen miteinander verkniipft sind. Fiir
Molekiile mit einer bis drei NTA-Gruppen steigt die Stabilitit des Komplexes mit dem
His-Tag mit zunehmender Anzahl an NTA-Gruppen an. Die Nickel-Komplex-
dissoziationskonstante des dreifachen NTA-Derivats liegt im nanomolaren Bereich und
damit um den Faktor 1000 niedriger als die des einfachen NTA-Derivats. Es konnte
gezeigt werden, dass die Linge des His-Tags einen Einfluss auf die Komplexierung hat.

Ein Hexahistidin-Tag weist eine geringere Affinitit als ein Decahistidin-Tag auf.”®
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1.8. Methoden zur Oberflichencharakterisierung

In dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden zur Charakterisierung von Oberflidchen
verwendet, deren theoretischer Hintergrund in diesem Kapitel erldutert werden soll.
Hierfiir werden zundchst die Grundlagen fiir die Wechselwirkung von Licht mit

Oberflachen beschrieben.

1.8.1. Grundlagen: Reflexion von Licht an Metalloberfl:ichen’**

Licht ist eine elektromagnetische Welle. Die zeit(t)- und orts(r)-abhingige Ausbreitung
des elektrischen Feldes einer elektromagnetischen Welle in einem Medium kann durch

Gleichung 1 beschrieben werden.
E(f t) = Ege i0F-00 (1)

Dabei ist k der Wellenvektor, welcher orthogonal auf dem elektrischen Feldvektor steht
und mit der Ausbreitungsrichtung der transversalen Welle {ibereinstimmt und w die
Kreisfrequenz. Fiir den Wellenvektor gelten folgende Zusammenhidnge beziiglich
Brechungsindex (n), Wellenldnge (1), Kreisfrequenz (w) und Lichtgeschwindigkeit im
Vakuum (c):

T 2
k=,/k§+k§+kg=n7”=n§ )

Wenn Licht an einer Oberflache reflektiert wird, kann der elektrische Feldstarkevektor
(E) durch zwei Komponenten beschrieben werden, von denen eine senkrecht (E s) und die

andere parallel (E p) zur Ebene aus Oberflichennormalen und Ausbreitungsrichtung

(Einfallsebene) ausgerichtet ist (siche Abbildung 14).

= E
_("p
E=(g) o
Die elektrischen Feldvektoren haben eine Phasenverschiebung Asp zueinander, welche

sich aus der Differenz der beiden Phasen von Es und Ep ergibt

(Asp = 6p - 8s). Die Phasenverschiebung zwischen den elektrischen Feldvektoren ist bei
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linear polarisiertem Licht ein ganzzahliges Vielfaches von m. Ist der Betrag der

elektrischen Feldvektoren gleich grof8 und ist die Phasenverschiebung ein halbzahlig
Vielfaches von (% 1 %n ,2 %T[, ...), spricht man von zirkular polarisiertem Licht. Alle

anderen Moglichkeiten werden als elliptisch polarisiert bezeichnet.

Die komplexe Darstellung der elektrischen Feldvektoren durch ihren Betrag und ihre

Phase ist in Gleichung 4 dargestellt.
E =|E|e”'® 4)

Somit lédsst sich der Polarisationszustand des Lichts durch den Betrag der elektrischen

Feldvektoren Es und E p und ihre Phasen &, und &5 darstellen (Gleichung 5).

| p—i8p
F= <|Ep|e > )

|E—s|e_i65

Wird ein Lichtstrahl von einer Oberfldche reflektiert, andern sich die involvierten Phasen

und Amplituden (siche Abbildung 16).

Die Phasenidnderung (A) wird beschrieben durch die Differenz der Phasenverschiebung
zwischen parallelem und senkrechtem Feldvektor bei dem einfallenden (Asp, ein) und dem

ausfallenden Licht (Asp, aus) (Gleichung 6).
A= (Sp, ein — 85, ein) - (Sp, aus — 85, aus) (6)

Fiir die Anderung der Amplitude (W) bei Reflexion an der Oberfliche gilt der in

Gleichung 7 beschriebene Zusammenhang.

Epaus| |E
‘P = arctan <| P.aus| . | S,eLnl) (7)

|Epen| |Esaqusl

Zusitzlich hat die Reflexion von s- oder p-polarisiertem Licht an einer Metalloberfldche
unterschiedliche Auswirkungen auf die Verschiebung des Elektronengases im Metall.
Wird eine Oberfliche mit p-polarisiertem Licht bestrahlt, kommt es in dem Material zu
einer gleichen Ausrichtung der Bildladungen parallel zur Oberflichennormalen, was das
Feld an der Oberfliche verstirkt. Wird eine Oberfliche mit s-polarisiertem Licht

bestrahlt, kommt es zu einer entgegengesetzten Ausrichtung von Bildladungen senkrecht
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zur Oberflichennormalen, was zu einer Ausloschung des Feldes an der Oberfldche fiihrt

(siche Abbildung 14).

s-polarisiertes Licht

Einfallsebene

Ausloschung
des Feldes

p-polarisiertes Licht

Einfallsebene

Verstdrkung
des Feldes

Abbildung 14: Senkrechte (Es, links oben) und parallele (Ep, links unten) Komponente des elektrischen
Feldvektors. Auswirkung der s- bzw. p-Polarisation des eingestrahlten Lichts auf das resultierende Feld an der
Oberfliche. Bei s-polarisiertem Licht hebt sich das Feld an der Oberfliche auf, wohingegen es sich bei p-
polarisiertem Licht verstirkt (rechts).

1.8.2. Grundlagen: Reflexion und Transmission in

Mehrschichtsystemen

Trifft ein Lichtstrahl auf eine Oberfliche, wird ein Teil des Lichtstrahls gebrochen, ein
anderer reflektiert. Aulerdem kann ein Teil des Lichtes von der Oberfliche absorbiert
werden. Die Brechung und Absorption werden durch den komplexen Brechungsindex (77)
beschrieben (Gleichung 8). Dieser setzt sich aus dem Brechungindex (n) und einem

Imaginérteil (k) zusammen, welcher die Absorption beriicksichtigt.
n=n-—ik (8)
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Das Snelliussche Brechungsgesetz beschreibt den Winkel 6,, in welchem der einfallende
Strahl an der Grenzfliche gebrochen wird. Das Brechungsgesetz hidngt von den
Brechungsindices der beiden Schichten und dem Einfallswinkel (6,) ab (sieche Abbildung
15).

i sin(6y) = i ,sin(6,) 9

Abbildung 15: Brechung und Reflexion von Licht an einem Mehrschichtsystem mit den komplexen
Brechungsindices 71;, 7,, 73: An jeder Phasengrenze wird ein Teil des Lichtstrahl reflektiert, ein anderer
gebrochen. Die reflektierten Strahlen interferieren miteinander zu dem Austrittstrahl. Eingezeichnet ist der
Einfallswinkel (03) sowie die Winkel der gebrochenen Teilstrahlen (6, und 64).

Bei Mehrschichtsystemen konnen diese Phdnomene an allen Phasengrenzen beobachtet

werden (siche Abbildung 15).

Je flacher der Einfallswinkel 65 des Lichtstrahls auf die Oberflache ist, umso groBer wird
der Anteil des reflektierten Lichts. Unterschreitet dieser Winkel den Grenzwert der
Totalreflektion (0;,;), wird die gesamte elektromagnetische Strahlung reflektiert. Der
Winkel, ab welchem die Totalreflexion auftritt, ist von den Brechungsindices der

beteiligten Medien abhingig:”**

0:0¢ = arcsin (%) (10)
1

Die Reflexion und Transmission an den Grenzflichen werden durch die Fresnelschen
Formeln beschrieben. Der theoretische Zusammenhang zwischen dem komplexen

Brechungsindex 71, der Schichtdicke 4 und den Fresnelschen Koeffizienten soll weiterhin
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anhand des Falls eines mit einer diinnen Beschichtung iiberzogenen Substrates gezeigt

werden.”

Hierfir wird folgendes Dreischichtensystem betrachtet: Ein unter dem Winkel 05
einfallender Strahl wird an der ersten Grenzfliche von dem Medium 3 (13) zu Medium 2
(72) (z.B. Substrat/Beschichtung) unter dem Winkel 6, gebrochen. Der gebrochene Strahl
wiederum trifft auf die zweite Grenzfliche zu Medium 1 (1) (z.B. Beschichtung/Luft)

und wird an dieser erneut unter dem Winkel 8; gebrochen (siche Abbildung 15).

Bei den Fresnelschen Reflexionskoeffizienten handelt es sich um stoffspezifische GrofBen,
welche die polarisationsabhéngige Reflexion beschreiben und von der Schichtdicke und
dem komplexen Brechnungsindex abhidngen. Die Fresnelschen Reflexionskoeffizienten
fir s- und p-polarisiertes Licht fiir die Brechung an der ersten Grenzfliche

(Medium 3/Medium 2) sind gegeben durch:

i ,c05(03) —T ;co5(02)  tan(6,—63)
Al ,cos(03) + 71 ;cos(62) - tan(6,+63)

Tp3/2 =

(1)

S

3€08(63) =T ,c0s(62) _ sin(6,—653)
i ;cos(83)+ T ,cos(03) - sin(6,+63)

(12)

Ts3/2
Die Fresnelschen Transmissionskoeffizienten fiir s- und p-polarisiertes Licht fiir die erste
Grenzfliche (Medium 3/Medium 2) sind gegeben durch:

_ 2sin(6,) cos(63)
tpjz = sin(03+03) cos(6,—63) (13)

2sin(0,) cos(63)
Sin(93 +62)

(14)

ls3/2 =

Uber das Snelliussche Brechungsgesetz (Gleichung 9) stehen 6; und 6, im
Zusammenhang, wodurch die Reflexionskoeffizienten nur durch den Einfallswinkel 6

ausgedriickt werden konnen.

Gleichermallen konnen die Gleichungen fir die Koeffizienten 7y, /1, 752/1, tp2/1 und

ts2/1 fur die zweite Grenzfliche (Medium 2/Medium 1) aufgestellt werden.

Das gesamte reflektierte Licht ist eine Uberlagerung der an den Grenzschichten

Medium 3/Medium 2 und Medium 2/Medium 1 reflektierten Teilstrahlen. Die
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Koeffizienten fiir s- und p-polarisiertes Licht fiir das gesamte reflektierte Licht im

Dreischichtensystem werden beschrieben durch:

—i2b

T +r e
Rp — p,3/2 p,2/1 — (15)
1+ rp‘z/l Tp’3/2 et
—i2b
__ Ts3p2t Tszn € 12
s = (16)

1+ 521 Ts3/2 e712P

Dabei ist b die Phasenverschiebung zwischen zwei benachbarten reflektierten Teilstrahlen

und wird durch Gleichung 17 beschrieben.

zﬂdzﬁ 2

_ 2mdaty, o Mg o
b= n \/1 ﬁzsm (63) (17)

Die Phasenverschiebung b ist abhéngig von der bekannten Wellenldnge des einfallenden

Lichtstrahles (L), der komplexen Brechungsindices (77) und der Dicke der Beschichtung
(d2).

1.8.3. Ellipsometrie

Ellipsometrie ist eine optische Methode zur Bestimmung von Schichtdicken und
Brechungsindizes diinner Filme auf reflektiven Oberflichen. Das Verfahren ist sehr
sensitiv, so konnen Schichten im Angstrom-Bereich untersucht werden. Vorteilhaft ist,
dass die Methode zerstorungsfrei ist. Verdnderungen der Probe wihrend der Messung
durch chemische Reaktionen wie bei der Elektronenmikroskopie sind weitgehend

ausgeschlossen.

Das Prinzip der Ellipsometrie beruht auf der Anderung des Polarisationszustandes von
polarisiertem Licht durch Wechselwirkung mit der Materie in Mehrschichtsystemen.
Wihrend der Messung wird ein Strahl linear polarisierten Lichts bekannter Wellenlénge
auf die Probe gesendet und von dieser reflektiert. Bei der Reflexion an der Oberfliche
wird die lineare Polarisation in eine elliptische umgewandelt (siche Abbildung 16). Die

daraus resultierende Anderung der Phasenverschiebung A und der Amplitude ¥ wird
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bestimmt und verglichen. Hieraus lassen sich die Schichtdicken, Brechungsindizes und

optische Konstanten berechnen.”®”’

Abbildung 16: Schematische Darstellung einer Ellipsometrie-Messung; gezeigt sind s-und p-polarisierte Anteile

der elektromagnetischen Welle (fs und fp ), sowie die Phasendifferenz (A) nach der Reflexion an einer
Oberfliiche.”*

1.8.3.1. Bestimmung des Brechungsindexes und der Schichtdicke

Bei einem Mehrschichtsystem kommt es immer wieder zur Reflexion und Brechung der
an der vorherigen Grenzfliche gebrochenen Strahlen an der nichsten Grenzfldche. Dies
ist immer wieder verbunden mit einer Anderung der Amplitude und der Phase der
reflektierten Strahlen. Am Ende wird die Phase und Amplitude der Interferenz von allen
reflektierten Strahlen detektiert, welche demnach abhingig von dem Reflexions- und
Brechungsverhalten der jeweiligen Schichten ist. Da die Phase und Amplitude des
einfallenden Lichtstrahls bekannt ist, konnen deren Anderung W und A berechnet werden.
Aus W und A koénnen 7 (n, k) und d berechnet werden. Hierfilir werden die Fresnelschen
Reflexionskoeffizienten fiir s- und p-polarisiertes Licht R; und R, bendtigt. Deren
Relation zu ¥ und A wird durch Gleichung 18 beschrieben.

i—’: = tan(¥) e (18)
R, und R; stehen iiber Gleichung 15 und 16 in Zusammenhang mit b, welches nach
Gleichung 17 wiederum von 71 und d abhéngt. Somit ist die Berechnung von 7l und d der

Beschichtung aus W und A méglich.
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Bei sehr kleinen Schichtdicken muss die Néherung von Drude angewendet werden,
welche beriicksichtigt, dass sich W fiir sehr diinne Schichten nur geringfiigig dndert und

ausschlieBlich die Phasenverschiebung A zur Berechnung verwendet werden kann.”**

Allerdings ist die parallele Bestimmung des Brechungsindexes und der Schichtdicke einer
Probe nur durch mehrere Messungen bei Verdnderung des Einfallswinkels moglich. Die
dadurch gewonnenen zusitzlichen Informationen konnen zur Losung das
Gleichungssystems mit mehreren Unbekannten verwendet werden und 7 und d bestimmt

98
werden.

1.8.4. Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie®'"

Die Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (engl. surface plasmon resonance
spectroscopy, SPR-Spektroskopie) ermdglicht die Untersuchung der Adsorption oder
Desorption von Molekiilen an Oberflichen in Echtzeit. Die Methode basiert auf der

Anregung von Oberfldchenplasmonen in einem Metall.

Wie spiter erldutert wird, kann in der SPR-Spektroskopie nur p-polarisiertes Licht
verwendet werden. Deshalb wird weiterhin nur der Fall fiir p-polarisiertes Licht betrachtet
und die Lichtwelle liegt zweidimensional in der x-z-Ebene. Somit kann die Brechung des
Lichtes an der Grenzfliche durch die Wellenvektoren k; und k, (mit den Anteilen in x-
und z-Richtung, ki und k,), den Einfallswinkel 6; und den Brechungswinkel 6,
beschrieben werden (siche Abbildung 17).

In der SPR-Spektroskopie trifft ein Lichtstrahl aus einem optisch dichteren Medium 1
(nq, &) auf die Grenzflache zu einem optisch diinneren Medium 2 (n,, &;). Ein Teil des

Lichtstrahles wird dabei reflektiert, ein anderer dringt in das Medium ein.

Nach dem Snelliusschen Brechungsgesetz ergeben sich die durch Gleichung 9 und 19

beschriebenen Zusammenhénge. Der unter dem Winkel 8, einfallende Strahl wird an der
Grenzflache von 7 zu 7i, in dem Winkel 6, gebrochen, wobei sich die parallel zur

Grenzflache gerichteten Komponenten der Wellenvektoren bei der Brechung nicht dndern

(siehe Kapitel 1.8.2.).
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Abbildung 17: Brechung eines p-polarisierten Lichtstrahls an der Grenzfliche von Medium 1 (1) zu Medium 2
(ny). Der Strahl trifft mit einem Winkel 0,auf die Grenzfliche und wird in einem Winkel 8, gebrochen. Der
Wellenvektor k und seine Anteile in der x und z-Richtung sind dargestellt.

Fiir den Fall der Totalreflexion (6; = 6;,;) kommt es zu einer Ausbreitung eines
elektromagnetischen Feldes parallel zur Oberfliche, welches in dem Medium 2

exponentiell abnimmt. Man spricht hierbei von einem evaneszenten Feld.”

Der Reflexionsgrad R, fiir p-polarisiertes, einfallendes Licht an der Grenzfliche
zwischen dem Medium 1 und Medium 2 wird durch die Fresnel-Gleichungen mit dem

komplexen Reflexionskoeffizienten 7, ausgedriickt (siehe Kapitel 1.8.2.):

Ry=In|" (0

tan (61—-6;)
tan (01+92)

—ib _

eib (21)

= |rp|e

Aus der Gleichung 21 ist ersichtlich, dass zwei Sonderfille eintreten konnen. Zum einen

kann 6; + 0, = % sein, wodurch R, null wird und kein Licht reflektiert wird (Brewster-

Winkel). Zum anderen kann 6; — 6, =§ sein, wodurch R, unendlich grofl wird. Der
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letzte Fall entspricht der Resonanz. Fiir den Resonanzfall konnen die Komponenten der
Wellenvektoren durch die Gleichungen 22 und 23 ausgedriickt werden. Gleichungen 22

und 23 werden auch als SPR Dispersionsgleichungen bezeichnet.

_ 2 €182
kx - c '\’ E1t+&7 (22)

.2
ki, =2 [ mitj=1,2 (23)

JZ 7 oAl eg+e,

Betrachtet man den Fall, dass das Medium 2 eine Metallschicht ist, welche eine grofB3e
Anzahl an freien Elektronen aufweist, kann die dielektrische Funktion &,(w) des Metalls,
welche durch Gleichung 24 gegeben ist, bei einer Kreisfrequenz w < w,, negativ werden.
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wp, wird als die Plasmafrequenz des Metalls bezeichnet. Unter der Voraussetzung, dass
& > —¢gq, fihrt die negative Dielektrizititskonstante des Metalls (e;) dazu, dass kj,

imagindr wird, wobei k, real bleibt. Das bedeutet, dass eine elektromagnetische Welle
parallel zur Oberfliche existiert, das Oberflichenplasmon. Das durch das
Oberflachenplasmon erzeugte Feld erstreckt sich exponentiell abfallend in beide Medien
und nimmt im Metall schneller ab als in dem dahinterliegenden Dielektrikum

(Medium 2).

Die resonante Kopplung der eingestrahlten Lichtwelle mit einem Oberflachenplasmon
wird als Oberfldchenplasmonenresonanz bezeichnet. In diesem Fall wird die Energie des
Lichtstrahls auf das Plasmon iibertragen, wodurch die Intensitdt des Lichtstrahls
ausgeloscht  wird. Fir die Oberflichenplasmonenresonanz miissen bestimmte
Bedingungen erfiillt sein. Hierzu werden die Dispersionskurven, also die Abhingigkeit
der Kreisfrequenz (w) von dem Wellenvektor (k) der jeweiligen Wellen, betrachtet. Die
Betridge der Wellenvektoren k werden gegen die Kreisfrequenz o aufgetragen und so die
Dispersionskurven erhalten. Die Disperionskurven des Lichtstrahls und des

Oberflachenplasmons miissen sich fiir eine resonante Kopplung schneiden.

Betrachtet man die Dispersionskurven fiir Licht und das Oberflachenplasmon (siche
Abbildung 18), fillt auf, dass sich die beiden Kurven nicht schneiden. Dies bedeutet, dass

bei dieser Geometrie der bendtigte Wellenvektor und die Kreisfrequenz nicht gleichzeitig
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eingestellt werden konnen, um ein Oberflichenplasmon anzuregen. Eine Moglichkeit,
dennoch ein Oberflichenplasmon zu erzeugen, ist, eine weitere Grenzfliche
einzubringen. Hierfiir wird die Metallschicht zwischen ein hochbrechendes Material (z.B.
hochbrechendes Prisma) und dem Medium (z.B. Wasser, Puffer) eingebracht. Die
Dispersionskurve des durch das hochbrechende Material einfallenden Lichtstrahls

schneidet hierdurch die Dispersionskurve des Oberflichenplasmons.

A 4

Abbildung 18: Dispersionskurven eines einfallenden Lichtstrahls ohne Verwendung eines Prismas (blau), mit
Prisma (griin) und eines Oberflichenplasmons (rot). Nur bei Verwendung eines Prismas tritt eine
Wechselwirkung der beiden Wellen auf und die Energie des Lichtstrahls kann auf das Plasmon iibertragen
werden, da sich in diesem Fall die rote und griine Kurve schneiden.

Experimentell wird der einfallende Wellenvektor k, durch Variation des Einfallswinkels

angepasst (sieche Gleichung 25).
kx = klnlsin(el) (25)

AuBerdem kann eine resonante Kopplung zwischen Licht und Plasmon nur erfolgen,
wenn die einfallende Lichtwelle p-polarisiert ist, da aufgrund der sich parallel zur
Oberflidche ausbreitenden Oberflachenplasmonwellen nur dann die Wellenvektoren der

Plasmawelle und des Lichtstrahles {iberlagern konnen.

Die Dielektrizitdtskonstante des Metalls und des dahinterliegenden Dielektrikums

beeinflussen die resultierende Feldstirke des Oberflichenplasmons. Zwischen der
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Dielektrizitdtskonstanten und dem komplexen Brechnungsindex (7)) kann die in

Gleichung 26 dargestellte Beziechung hergestellt werden.
£ = fi® (26)

Demnach fiihrt eine Anderung des Brechungsindexes in dem Medium zu einer Anderung
der Feldstiarke des Plasmons. Hierdurch verdndert sich der Einfallswinkel, welcher fiir die

Erzeugung der Oberflaichenplasmonenresonanz notig ist.

1.84.1. Aufbau eines SPR-Spektrometers

Die am weitesten verbreitete Umsetzung ist die sogenannte Kretschmann Konfiguration.
Ein SPR-Spektrometer besteht aus einem Laser, einem Prisma, der Metalloberflache auf

einem Glassubstrat, einer Flusszelle und einem Detektor (siche Abbildung 19).

N2 & Glassubstrat

: - %~ diinne Gold-
schicht

T Flusszelle ‘I'

Abbildung 19: Schematischer Aufbau eines SPR-Spektrometers bestehend aus einem Laser, einem Prisma,
welches auf einem goldbeschichteten Glassubstrat steht, und einem Detektor. Mithilfe der Flusszelle konnen
verschiedene Fliissigkeiten iiber die Goldoberfliche geleitet und Verinderungen an dieser untersucht werden.
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Der Laser erzeugt polarisiertes Licht, das auf das Prisma gestrahlt wird, welches auf die
Metalloberfliche gesetzt wird. Das Prisma ist notwendig, um den Brechungsindex des
Dielektrikums zu erhohen, damit eine Resonanz auftreten kann. Als Metalloberflichen
kommen hdufig Silber oder Gold zum Einsatz. Die Intensitét des an der Metalloberflache
reflektierten Lichtstrahls wird von dem Detektor analysiert. Die Flusszelle wird auf die
Metalloberfliche gesetzt und ermdglicht, verschiedene zu untersuchende Medien an
dieser vorbeizuspiilen. Die Adsorption von Molekiilen an der Riickseite der
Metalloberfldche, auf welche eingestrahlt wird, fiihrt zu einer Verschiebung des

Plasmons, welches detektiert wird.'"!

Es gibt verschiedene Moglichkeiten eine SPR Messung darzustellen. Zum einen kann die
zeitliche Verdanderung des Winkels bei dem Minimum, bei welchem die Oberfldchen-
plasmonresonanz auftritt, dargestellt werden. Zum anderen kann die reflektierte, relative
Intensitét gegen den Einfallswinkel aufgetragen werden. Die Kurve weist ein Minimum
bei dem Einfallswinkel auf, bei welchem die Oberflichenplasmonenresonanz auftritt.
Alternativ kann der zeitliche Verlauf der Intensitdt bei konstantem Winkel gemessen

werden (siche Abbildung 20).

| A | A OSPRA
1,0) i () : | @SPR(t,)
1 T 1
i () | i |
l,(©) \ / 1 | 1 ©5PR(t, ) |
I i)sépifR G)> Itl Itz t> Itl Itz t>

Abbildung 20: Méglichkeiten zur Auftragung von SPR-Messungen: Es kann entweder die reflektierte Intensit:it
(I) gegen den Einfallswinkel (®) (linkes Diagramm) oder der zeitliche Verlauf (t) der Intensitit (I) bei
konstantem Winkel gemessen werden (mittleres Diagramm). Alternativ kann die zeitliche Verinderung des
Winkels dargestellt werden, bei dem Minimum, bei welchem die Oberfléiichenplasmonresonanz auftritt (rechtes
Diagramm).
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1.8.5. Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie

Die Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS) ist eine Variation der
Infrarot(IR)-Spektroskopie und wird fiir die zerstérungsfreie Untersuchung von diinnen
Schichten auf reflektierenden Oberflichen verwendet. Wie bei der herkdmmlichen IR-
Spektroskopie basiert das Messprinzip auf der Anregung von Molekiilschwingungen

durch die Absorption von Infrarot-Strahlung.'*>'*

Der Aufbau eines IRRA-Spektrometers ist dhnlich dem eines IR-Spektrometers, jedoch
wird der Strahl nicht durch die Probe geleitet, sondern an dieser reflektiert. In einem
IRRA-Spektrometer wird IR-Strahlung auf die Probe gelenkt und an dieser reflektiert,
wobei ein Teil der Strahlung von den Molekiilen auf der Oberfldache absorbiert wird. Die

reflektierte Strahlung wird abschlieBend detektiert.

Das Absorptionsspektrum der Beschichtung auf einem Substrat wird erhalten, indem in
einer weiteren Messung analog zu dem beschichteten Substrat eine geeignete Oberfliche,
welche moglichst dem unbeschichteten Substrat entspricht, vermessen wird (sog.
Background-Messung). Aus der Differenz der beiden Messungen ldsst sich das IR-
Spektrum der Beschichtung berechnen. Zur Detektion kommen fiir diinne Schichten auf
Oberflachen Halbleiterdetektoren, wie ein Mercury-Cadmium-Tellurid (MCT)-Detektor,
zum Einsatz. Diese besitzen die bendtigte Empfindlichkeit, um die kleinen Anderungen,
welche durch die wenige Nanometer diinnen Schichten hervorgerufen werden,
aufzulosen. Auflerdem wird in einem flachen Einfallswinkel von 65 - 85° auf die Probe

eingestrahlt, um die groBtmogliche Sensitivitit zu erreichen.'%!%

Eine Besonderheit ist die Auswahlregel fiir die IR-Spektroskopie an Metalloberflachen.
Da bei IRRAS nur mit p-polarisiertem Licht angeregt werden kann, da sich bei
Bestrahlung mit s-polarisiertem Licht das resultierende Feld an der Oberfliche authebt
(vgl. Kapitel 1.8.1.), konnen nur Schwingungen mit anteilig senkrechter Ausrichtung des
Ubergangsdipolmoments zur Oberfliche angeregt werden. Dies erdffnet die Moglichkeit,

Orientierungen von Molekiilen auf Oberflichen zu bestimmen, '
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Abbildung 21: Anregbare Molekiilschwingungen in der IRRAS: Es konnen nur Molekiilschwingungen mit
anteilig senkrechten Ubergangsdipolmomenten angeregt werden. Dargestellt sind Molekiilschwingungen von
Kohlenmonoxid, parallel (links) und senkrecht (rechts) zur Oberfliche.

1.8.6. Rontgenphotoelektronenspektroskopie

Rontgenphotoelektronenspektroskopie (engl. X-ray photoelectron spectroscopy, XPS) ist
eine oberflichensensitive Methode, mit welcher Informationen iber die elementare
Zusammensetzung sowie die elektronische Struktur der Elemente von Oberflichen
erhalten werden. Es handelt sich um keine zerstérungsfreie Methode, d.h. chemische

Verianderungen der Probe wiahrend bzw. nach der Messung sind moglich.

Die Methode basiert auf dem dufleren photoelektrischen Effekt: Bei der XPS werden
Elektronen durch Bestrahlung der Probe mit Rontgenstrahlung angeregt und ein Spektrum
der Energien der emittierten Photoelektronen aufgenommen. Die kinetische Energie
(Exin), welche das emittierte Elektron nach der Freisetzung aus einem Orbital besitzt,
hidngt von der Energie der -eingestrahlten Rontgenstrahlung (hv) und der

Bindungsenergie des Elektrons (Eg) ab und wird durch Gleichung 27 beschrieben.
Exin= hv—Ep—® (27)

Die Konstante @ ist die gerdtespezifische Austrittsarbeit des Spektrometers. Zusitzlich
gibt es fiir jede Probe noch eine probenspezifische Austrittsarbeit, welche allerdings fiir
die direkte Messung nicht von Bedeutung ist. Die Normierung der Energie erfolgt durch
Vergleich der Messwerte und Literaturwerte bekannter Signale. Auf diese Weise erhélt
man die Bindungsenergie des Elektrons (chemische Verschiebung), wodurch
Riickschliisse auf die Bindungssituation des jeweiligen Elements gezogen werden

konnen.
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Abbildung 22: Energiediagramm zur Aussendung eines Photoelektrons: Durch das Einstrahlen mit
Rontgenstrahlung (hv) wird ein Elektron aus dem 1s-Orbital angeregt. E;,: Kinetische Energie des
Photoelektrons, Ep: Bindungsenergie des Elektrons, ®: Austrittsarbeit.

Ein Elektron, welches aus dem Kohlenstoffatom einer Carbonylgruppe (durch eine
Doppelbindung zu einem Sauerstoffatom gebundenes Kohlenstoffatom) emittiert wird,
besitzt beispielweise eine andere Energie als jenes, welches aus einem einfach zu einem

Sauerstoffatom gebundenen Kohlenstoffatom (z.B. Ether) emittiert wird.

Neben der Emission eines Photoelektrons konnen auch weitere Prozesse stattfinden. So
kann das durch das emittierte Elektron entstandene Loch zu einer Relaxation eines hoher
gelegenen Elektrons fiihren. Die gewonnene Energie wird in Form von Licht
(Rontgenfluoreszenz) oder durch die Entfernung eines hoher gelegenen Elektrons (Auger-
Elektron) freigesetzt. Auf diesen Phdnomenen beruhen die Rontgenfluoreszenz- und

Augerelektronenspektroskopie.'®
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2. Die bearbeiteten Themen im iibergeordneten Zusammenhang

Verdnderungen biologischer Abldufe im menschlichen Kdorper kénnen zur Erkrankung
des Organismus fithren. Die Erforschung biologischer Prozesse ist entscheidend, um die
Entstehung von Krankheiten verstehen, verhindern oder therapieren zu konnen. Hierfiir
sind die Kenntnis der Struktur der beteiligten Biomolekiile und ein Verstandnis fiir die

Wechselwirkung der Biomolekiile untereinander von gro3er Bedeutung.

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung innovativer Nanomaterialien zur
Untersuchung von Biomolekiilen, insbesondere Proteinen. Mehrere Projekte befassten
sich mit der Optimierung der Strukturbestimmung von Biomolekiilen mittels Kryo-
Transmissionselektronenmikroskopie ~ (Kryo-TEM).  Dariiber = hinaus  wurden
biomimetische Materialien erforscht, welche ein Biomolekiil oder ein Ensemble von
Biomolekiilen nachahmen und die Untersuchung der Wechselwirkung mit anderen

Biomolekiilen ermdglichen (sieche Abbildung 23)

Die Kryo-TEM ermdglicht die Untersuchung der dreidimensionalen Struktur von
Biomolekiilen. Hierfiir wird eine Probe des Biomolekiils mit Elektronen durchstrahlt.
Anschliefend kann aus den erhaltenen Daten die Struktur berechnet werden. Die
Biomolekiile miissen zur Mikroskopie homogen verteilt auf einem moglichst diinnen
Tragermaterial angebunden oder in den Lochern eines 16chrigen Trégermaterials in einer
diinnen Schicht aus amorphem Eis ausgefroren werden. Haufig stellt jedoch die
Préparation einer Probe mit einer gleichméfBigen Verteilung der Biomolekiile ein grof3es
Problem dar. Zur Verbesserung der Probenprédparation wurde eine Methode entwickelt,
um koventionelle, 16chrige Trigermaterialien proteinabweisend zu funktionalisieren.
AulBlerdem wurden netzartige Membranen zur Stabilisierung der diinnen Eisschicht und
kontinuierliche Membranen zur gezielten Anbindung von Biomolekiilen zu entwickelt.
Alle Entwicklungen fiihren zu einer homogenen Verteilung der Biomolekiile in der
Mikroskopieprobe, jedoch mit unterschiedlichen Vorteilen. Als Tragermaterialien wurden
sowohl Nanomembranen hergestellt als auch kommerzielle amorphe Kohlenstofffilme
funktionalisiert. Generell ist eine unspezifische Adsorption von Biomolekiilen an den
Trégermaterialien unerwiinscht, da sie zu einer inhomogenen Verteilung der Biomolekiile
filhren kann. Aus diesem Grund wurden die verwendeten Nanomembranen entweder mit

einem biorepulsiven Hydrogel beschichtet oder direkt aus diesem hergestellt. So konnten
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einerseits wenige Nanometer dicke, netzartige und kontinuierliche Membranen aus
polymeren Hydrogelen durch chemische Quervernetzung erhalten werden. Andererseits
wurden Kohlenstoffnanomembranen durch die Bestrahlung einer selbstanordnenden
Monolage (SAM) mit Elektronen hergestellt und weiter modifiziert. Fiir kommerziell
erhéltliche Tridgermaterialien wie amorphe Kohlenstofffilme konnte eine Methode zur
biorepulsiven Funktionalisierung durch die nicht-kovalente Beschichtung mit einem
Hydrogel gefunden werden. Die entwickelten Membranen oder Beschichtungen erlauben
die Préparation qualitativ hochwertiger Proben mit homogen verteilten Biomolekiilen,

welche sich besonders fiir die Kryo-TEM-Mikroskopie eignen.

" Funktionelle

Protein-Protein-Interaktionen |

. “Zellmembran: .

- - @ - -

Abbildung 23: Funktionelle Nanomaterialien ermdglichen die Untersuchung biologischer Systeme, wie
Zellmembranen. Diese bestehen aus Phospholipid-Doppelschichten (olivgriin/orange), welche eine Vielzahl
verschieden strukturierter Bereiche aufweisen. Proteine konnen die Membranen durchdringen (blau,
Transmembranprotein), oder in diese integriert (gelb, Glykoprotein) sein und sind dort in verschiedene
biologische Prozesse (z.B. Protein-Protein-Interaktionen) involviert. Nanomaterialien konnen in verschiedenen
Bereichen dazu beitragen, derartige biologische Systeme zu untersuchen. Nanomaterialien konnen die
Probenpriparation von Membranproteinen zur Strukturbestimmung mittels Kryo-TEM erleichtern. Auflerdem
konnen Oberflichenbeschichtungen im Nanometerbereich hergestellt werden, welche die Peripherie eines
Proteins nachbilden und als Protein-Modelloberfliche dienen konnen. Strukturierte Nanomembranen kénnen
verschiedene Bereiche biologischer Membranen nachbilden und als Modell fiir diese verwendet werden.

Zur gezielten Anbindung eines markierten Biomolekiils konnte eine biorepulsive

Membran mit spezifischen Erkennungsstellen versehen werden. Die Minimierung der
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unspezifischen Adsorption durch die biorepulsive Hydrogel-Beschichtung des
Tragermaterials ermdglicht hierbei erst die spezifische Anbindung von markierten
Biomolekiilen. Im Rahmen dieses Projektteils wurde eine Nanomembran entwickelt,
welche mit einem Nitrilotriessigsdure(NTA)-Derivat funktionalisiert wurde. Die NTA-
Funktionalisierung ermdglichte die spezifische Anbindung von His-Tag markierten
Biomolekiilen aus einer Mischung verschiedener Biomolekiile. Das angebundene

Biomolekiil kann anschlieend mittels TEM strukturell analysiert werden.

Neben der dreidimensionalen Struktur einzelner Biomolekiile ist auch deren
Zusammenspiel in biologischen Prozessen von Interesse. Wenn eine Untersuchung des
realen Systems nicht oder nur schwer durchfiihrbar ist, kann es von Vorteil sein, auf ein
Modellsystem auszuweichen, um die daraus erhaltenen Informationen auf das biologische
System zu iibertragen. Aus diesem Grund wurden auch Nanomaterialien untersucht,

welche die Peripherie einzelner Biomolekiile oder deren Ensembles abbilden.

Zur Darstellung der Peripherie einzelner Biomolekiile wurde ein Modellsystem fiir die
Umgebung einer Mannose-Bindungstasche des Proteins FimH entwickelt. Die Seitenkette
einer speziellen Aminosdure im Protein, welche sich in der Ndhe der Mannose-
Bindungstasche befindet, sollte mit einer photoschaltbaren Einheit modifiziert werden.
Diese sollte das lichtinduzierte Offnen und SchlieBen der Tasche ermdglichen. Zum
Aufbau eines Modellsystems wurde eine Oberflachenbeschichtung entworfen, welche die
chemische Umgebung der Bindungstasche dieses Proteins nachahmt. Hierfiir wurde
wieder eine biorepulsive Hydrogel-Matrix verwendet, in welcher die Aminosdure-
Seitenkette eingebaut wurde. Die Wertigkeit der von der Arbeitsgruppe Lindhorst
(Universitdt Kiel) vorgeschlagenen Ligationsstrategie zur Modifizierung der
Aminosdureseitenkette im Protein konnte anhand der Modelloberfliche mithilfe eines

Bakterienadhésionstests bestimmt werden.

Eine Zellmembran ist ein Ensemble von verschiedenen Biomolekiilen. Zum Verstédndnis
der Wechselwirkung verschiedener Biomolekiile miteinander ist es interessant, einfache
biologische Systeme nachzustellen und bestimmte Wechselwirkungen zu betrachten.
Hierfiir wurde eine Methode zur Herstellung mehrfach strukturierter Membranen
erforscht, welche vereinfacht versucht, die Oberfliache einer Biomembran nachzuahmen.
Derartige Biomembranen sind aus einer Vielzahl von Biomolekiilen aufgebaut und

weisen mannigfaltige Funktionalititen auf. Die biomimetischen Membranen wurden in

41



Anlehnung an Herstellungsverfahren von in frilheren Projekten verwendeten
Tragermaterialien durch Quervernetzung einer strukturierten SAM mit einem
Elektronenstrahl erhalten. Durch die Laserstrukturierung einer Monolage und
anschlieBendem Austausch der bestrahlten Bereiche gelang die Herstellung einer SAM,
welche aus unterschiedlichen SAM-bildenden Molekiilen aufgebaut ist. Die Wahl der
unterschiedlichen SAM-bildenden Molekiile in den diversen Bereichen fiihrt spiter zu
den verschiedenen Funktionalititen der Membranoberfliche. Die Laserstrukturierung
ermdglicht die Herstellung biologisch relevanter Strukturen im Mikrometerbereich. Nach
Quervernetzung dieser strukturierten SAM durch Bestrahlung mit Elektronen kdénnen
freistehende Membranen erhalten werden. Die Methode dient als Grundlage fiir die

zukiinftige Entwicklung einfacher Modellmembranen fiir biologische Systeme.

Zusammenfassend tragen die Nanomaterialien, welche in dieser Arbeit entwickelt
wurden, zum Verstidndnis biologischer Prozesse bei, indem sie die Moglichkeiten zur
Strukturbestimmung mittels TEM fiir bestimmte Proteine erweitern und als Modellsystem
die Untersuchung von biologischen Prozessen an einem Biomolekiil oder einem

Ensemble von Biomolekiilen ermoglichen.
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3. Bearbeitete Projekte: Innovative Trigermaterialien fiir die Kryo-

Elektronenmikroskopie

3.1. Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie von

Membranproteinen

In den letzten Jahren hat das Interesse an der Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie
(Kryo-TEM), unter anderem durch die Vergabe des Chemie-Nobelpreises, stark
zugenommen.'” Die Kryo-TEM ermdglicht die dreidimensionale Strukturbestimmung
von Biomolekiilen in einer nahezu natiirlichen Umgebung. Die Kenntnis der nativen
Struktur eines Biomolekiils ist von grof8er Bedeutung, um biologische Systeme verstehen
zu konnen. Insbesondere seit 2013 hat die Entwicklung auf dem Gebiet der Kryo-
Transmissionselektronenmikroskopie stark zugenommen, was insbesondere auf die
Entwicklung einer neuen Generation von Elektronendetektoren zuriickzufiihren ist,
welche die Aufnahme von Daten erlauben, die nahezu atomare Auflosung moglich

machen.>'"’

Trotz des Fortschrittes, welcher durch die Entwicklung neuer Detektoren erreicht werden
konnte, ist die Mikroskopie vieler Biomolekiile schwierig. Die Préiparation einer
qualitativ hochwertigen Probe, die Aufnahmen mit einer guten Auflosung zulisst, stellt
ein groBes Problem dar. Die Biomolekiile miissen fiir die Mikroskopie in einer wenige
Nanometer dicken Schicht aus amorphem Eis in den Mikrometer grofBen Lochern eines
amorphen Kohlenstofffilms ausgefroren werden (siche Kapitel 1.2.1.). Insbesondere bei
Membranproteinen ist dies problematisch. Membranproteine treten nativ innerhalb einer
hydrophoben Membran auf und weisen deshalb gro3e hydrophobe Bereiche auf. Diese
neigen bei gelosten Proteinen zur Aggregation. Um dies zu verhindern, setzt man dem
Puffermedium Detergenzien zu, welche sich an die hydrophoben Bereiche anlagern,
sodass eine hydrophile Oberfliche in das wissrige Medium prédsentiert wird. Eine

Aggregation wird somit verhindert.

Die Detergenzien fiihren allerdings zu einer Reduktion der Oberflachenspannung, was zu
einer Ausdiinnung des Wasserfilms und einer Verdringung der Proteine an die Rinder

der Locher des Kohlenstofflochfilms fiihrt. Dort neigen die Proteine aufgrund ihrer
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hydrophoben Bereiche dazu, an dem hydrophoben Kohlenstofffilm zu adsorbieren. Als
Resultat befinden sich keine Proteine, die mikroskopiert werden konnen, in der amorphen

Eisschicht, welche die Locher des Kohlenstofffilms iiberspannt.

Abbildung 24:. Akkumulation und Adsorption von Membranproteinen an dem amorphen Kohlenstofffilm eines
TEM-Netzes. Es befinden sich keine Membranproteine mehr in der Mitte der Locher, welche mikroskopiert
werden konnen. Die TEM-Aufnahme zeigt den Komplex I aus Yarrowia lipolytica, welcher mithilfe eines
kommerziellen Kohlenstofflochfilms nach einem Standardprotokoll pripariert wurde.*

Die Adsorption von Membranproteinen an dem amorphen Kohlenstofffilm kann durch
eine biorepulsive Beschichtung des TEM-Netzes verhindert werden. Eine Moglichkeit
hierfiir ist das Uberziehen des Kohlenstofffilms mit einer wenige Nanometer dicken
Schicht aus Gold. Auf dieser wird anschlieBend ein Oligoethylenglykol-SAM

108 .
Eine

abgeschieden, welcher die Goldoberfliche biorepulsiv funktionalisiert.
Hydrophilisierung des Kohlenstoftfilms durch eine Behandlung im Gasentladungsplasma,
wie es hdufig durchgefiihrt wird, um wéssrige Proben auf TEM-Netzen applizieren zu

konnen, ist nicht ausreichend, um die Anhaftung zu verhindern.”

Nanomembranen mit biorepulsiven Eigenschaften und spezifischen Erkennungsstellen
sind interessante Trigermaterialien fir die Kryo-TEM, da sie die Anbindung
gewliinschter, markierter Biomolekiile aus einer Mischung verschiedener Biomolekiile
ermdglichen (vergleiche Kapitel 1.7. und 3.5.). Zur Fabrikation einer biorepulsiven
Nanomembran kann entweder eine bereits bestehende Nanomembran biorepulsiv

funktionalisiert werden oder eine Nanomembran direkt aus einem biorepulsiven Material
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hergestellt werden. Sowohl Methoden zur direkten Herstellung einer Membran aus einem
Hydrogel (Kapitel 3.2. und 3.3.) als auch die nachtriagliche Funktionalisierung (Kapitel

3.4. und 3.5.) wurden im Rahmen dieser Arbeit entwickelt.

Zur Herstellung einer Nanomembran direkt aus einem biorepulsiven Material bietet sich
die Bildung eines polymeren Hydrogels an, da die Quervernetzung polymerer Hydrogele
bereits vielfach untersucht wurde und in unterschiedlichsten Bereichen Anwendung
findet.”™'%11 Meyerbroker ef al. zeigten bereits, dass es moglich ist, aus PEG-Derivaten
freistehende Nanomembranen herzustellen, welche sich fir die TEM eignen.22
Idealerweise jedoch weist das Hydrogel nach der Quervernetzung reaktive Gruppen auf,
welche eine weitere Funktionalisierung ermoglichen. Es wurden zwei Arten von
Quervernetzern untersucht, welche zu verschiedenartigen Membranstrukturen fiihren. Die
Verwendung des Polymerisationsquervernetzers Ethylenglykoldiglycidylether (EGDGE)
fihrt zu kontinuierlichen Hydrogel-Nanomembranen mit einstellbarer Dicke
(Kapitel 3.2.). Dahingegen fiihrt die Quervernetzung mit 1,11-Di(mesyloxy)-3,6,9-
trioxaundecan  (Ms;TEG) zu  freistehenden, selbst-perforierenden = Hydrogel-
Nanomembranen (self-perforated hydrogel-nanomembranes, SPHyNs), welche eine

Netzstruktur aufweisen (Kapitel 3.3.).

Zur nachtriglichen Funktionalisierung wurden zum einen Kohlenstoffoberflichen mit
Pyren-haltigen Hydrogelen nicht-kovalent biorepulsiv beschichtet (Kapitel 3.4.). Hierbei
erfolgt die Anbindung des Hydrogels iiber die Wechselwirkung der Pyren-Einheit mit der
Kohlenstoffoberfliche. Zum anderen wurden Kohlenstoffnanomembranen durch die
kovalente Anbindung eines Hydrogels biorepulsiv funktionalisiert. Auf den erhaltenen
biorepulsiven Nanomembranen konnten aulerdem spezifische Erkennungsstellen fiir die

gezielte Anbindung von Biomolekiilen angebracht werden (Kapitel 3.5.).
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3.2. Aufbau kontinuierlicher Hydrogel-Nanomembranen durch

Quervernetzung

In diesem Projekt wurde die Herstellung einer kontinuierlichen Hydrogel-Nanomembran
und deren Eignung als Tragermaterial fiir die Kryo-TEM untersucht. Es wurden
biorepulsive, Nanometer dicke, freistethende Membranen aus quervernetztem
Polyglycerol (PG) erhalten, die erfolgreich auf TEM-Netze mit Kohlenstofflochfilm
transferiert werden konnten. AuBBerdem wurde gezeigt, dass sich diese Membranen als

Tragermaterial fiir die TEM eignen.

3.2.1. Herstellung von Hydrogel-Nanomembranen durch
Quervernetzung von Polyglycerol mit EGDGE und deren

Charakterisierung

Zunichst wurde untersucht, wie eine nur wenige Nanometer dicke Membran aus einem
biorepulsiven Material erhalten werden kann. Als biorepulsives Material fiel die Wahl auf
Polyglycerol (PG), ein Polymer, welches in Kontakt mit einem wéssrigen Medium ein
Hydrogel ausbildet, was dafiir bekannt ist, die Adsorption von Biomolekiilen zu
unterdriicken. PG kann leicht durch die Polymerisation von Glycidol hergestellt werden
(siehe Kapitel 1.6.1.). AuBBerdem weisen die einzelnen PG-Dendrimere eine Vielzahl an
Hydroxy-Gruppen auf, welche sich sehr gut fiir eine Quervernetzung eignen. Durch die
Quervernetzung sollen die Eigenschaft des PG, ein biorepulsives Hydrogel auszubilden,
moglichst erhalten bleiben. AuBlerdem soll die Nanomembran funktionelle Gruppen
aufweisen, welche sich fiir eine Funktionalisierung eignen. Ethylenglykoldiglycidylether
(EGDGE) eignet sich fiir die Quervernetzung von Hydrogelen.'''™* EGDGE besteht aus
zwei Glycidoleinheiten, welche iiber eine Ethylenbriicke miteinander verbunden sind. Bei
der Quervernetzung werden quasi Glycerin- und Ethylenglykol-Einheiten in das Polymer
eingebaut, weswegen keine Anderung der biorepulsiven Eigenschaften zu erwarten ist.
Zusitzlich hat eine Quervernetzung von PG mit EGDGE den Vorteil, dass die Anzahl der
Hydroxygruppen vor und nach der Quervernetzung gleich bleiben (siche Abbildung 25).

Diese stehen fiir eine spdtere Funktionalisierung zur Verfiigung. Auflerdem kénnen die
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neu gebildeten Hydroxygruppen mit einem weiteren EGDGE-Molekiil reagieren,

wodurch der Hydrogelfilm unter Quervernetzung weiter aufgebaut wird.

Ab einer bestimmten Dicke sollten ausreichend vernetzte Filme erhalten werden, um
freistehende, kontinuierliche Membranen aus diesen herzustellen zu konnen, ohne dass

diese kollabieren.

Zur Herstellung der Hydrogel-Nanomembranen wurde ein Disulfid-funktionalisiertes
Polyglycerol-Derivat durch die Polymerisation von Glycerol mit Cystamin als Initiator

synthetisiert.

a) b) RO OR  OR d)

AT B

Acetone 1

Abbildung 25: Quervernetzung zweier PG-Dendrimere mit EGDGE (rot): a) Synthese des Disulfid-
funktionalisierten Polyglycerolderivates. b) Abscheidung auf einer Goldoberfliche. ¢) Durch die Reaktion mit
EGDGE wird das PG quervernetzt, wobei die Anzahl an Hydroxygruppen im Polymer erhalten bleibt.
Hierdurch kann die Schicht durch eine weitere Reaktion der Hydroxygruppen mit EGDGE-Molekiilen
zusitzlich verstirkt werden. d) Transfer der Membran auf ein TEM-Netz.

Nach der Abscheidung des Molekiils auf einer Goldoberfliche aus einer 5 uM

ethanolischen Losung konnten PG-Schichten mit einer ellipsometrischen Schichtdicke

48



von 3.4 £ 0.5 nm erhalten werden. Die Quervernetzung des PG-Films mit EGDGE
erfolgte durch Erhitzen der Substrate in frisch destilliertem EGDGE. Abschlieend
wurden die Membran von dem Gold abgeldst und auf TEM-Netze transferiert (siche

Abbildung 25).

Die Untersuchungen des Einflusses der Temperatur auf die Quervernetzung zeigten, dass
die Quervernetzung erst ab einer Temperatur von 90 °C zufriedenstellend ablduft. Bei
80 °C wurde nach 21 Stunden lediglich ein Schichtdickenzuwachs von 0.8 + 0.4 nm
gemessen. Generell fiihrte die Verwendung hoherer Temperaturen (110 - 150 °C) zu

starken Schwankungen in den erhaltenen Schichtdicken verschiedener Chargen, was auf

die Desorption der SAMs zuriickzufiihren ist.!'*"!”

Zur Untersuchung der Desorption wurden nicht quervernetzte PG-Schichten in
Tetraethylenglykol erhitzt, da dieses EGDGE &hnlich ist, aber nicht zum Schichtaufbau
beitragen kann. Das Erhitzen einer PG-Oberfldche fiir 6 Stunden auf 120 °C fiihrte dazu,
dass diese zu 95 % abgebaut wurde. Bei 90 °C wurde die Schicht deutlich langsamer
abgebaut (etwa 65 % Schichtabbau nach 18 Stunden).
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Abbildung 26: Schichtdickeninderung fiir die Polymerisationsquervernetzung einer PG-Monolage mit EGDGE
bei 90 °C: Zunichst kommt es zu einer leichten Abnahme der zu Beginn etwa 3.5 nm dicken PG-Schicht.
Anschlieflend findet jedoch ein Schichtaufbau unter Quervernetzung der Schicht statt.
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Die Quervernetzung wurde weiterhin bei 90 °C untersucht, da davon ausgegangen wurde,
dass unter diesen Bedingungen eine bestmogliche Kontrolle des Schichtwachstums
moglich ist. Fiir kurze Quervernetzungszeiten bei 90 °C (wenige Stunden) wird zunichst
eine Abnahme der Schichtdicke beobachtet. Dies ist auf die thermische Desorption der
SAMs zuriickzufiihren. Nachdem mehrere PG-Dendrimere auf der Oberfliche
quervernetzt sind, kommt es vermutlich zu einem kooperativen Effekt, der die Schicht
stabilisiert. Es findet dann keine Desorption mehr statt und die Schichtdicke wéchst an

(siche Abbildung 26).

Da homogene Membranen erhalten werden sollen, deren Schichtdicke durch die
Polymerisationszeit weitestgehend kontrolliert werden kann, soll der Schichtabbau
moglichst minimiert werden. Aus diesem Grund wurde die Polymerisation bei 90 °C als
optimal gefunden. Jedoch wurden auch bei 90 °C Schwankungen zwischen verschiedenen

Chargen im Bereich von ein bis zwei Nanometern festgestellt.
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Abbildung 27: IRRA-Spektren vor (schwarz) und nach (rot) der Quervernetzung einer PG-Monolage mit
EGDGE, sowie das IRRA-Spektrum nach der Reduktion einer quervernetzten PG-EGDGE-Membran mit
Natriumborhydrid (blau): Nach der Quervernetzung ist ein deutlicher Zuwachs der Intensitit der Banden zu
verzeichnen. Die zusiitzliche Bande bei 1740 cm™ ist auf eine Oxidation des Polymers zuriickzufiihren. Aufgrund
der Ahnlichkeit der Einheiten, welche in die PG-Schicht eingebaut werden, treten keine weiteren neuen Banden
auf. Durch die Reduktion der quervernetzten Oberfliche mit Natriumborhydrid kann der Carbonylpeak
verkleinert werden, es kommt jedoch auch zu einem leichten Abbau der Schicht.
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Die Charakterisierung der vernetzten Membranen mittels IRRAS (siche Abbildung 27)
zeigte die fiir PG typischen Banden. Zu diesen gehoren die Streckschwingungen der

Hydroxygruppen im Bereich von 3200 bis 3600 cm

, die symmetrische und
asymmetrische Methylen-Streckschwingung (2920 und 2880 ¢cm™) und die symmetrische
und asymmetrische Ether-Streckschwingung (900 und 1180 cm™). Die Bande bei
1740 cm™ ist auf eine teilweise Oxidation des Hydrogels zuriickzufiihren. Diese fiel bei
verschiedenen Substraten, welche unter gleichen Bedingungen quervernetzt wurden,

unterschiedlich stark aus (siche Abbildung 27, rot).

Eine Oxidation des Hydrogels ist unerwiinscht, da sie zu einer Anderung der
biorepulsiven Eigenschaften fiihren kann. Durch Einlegen der Substrate in eine 3 %ige
Natriumborhydrid-Losung  fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur konnte die
Oxidationsbande fiir viele Substrate stark reduziert und nur ein geringer Abbau der
Membran beobachtet werden (siehe Abbildung 27, blau). Die notwendige Reaktionszeit
muss jedoch an die jeweilige Stirke der Oxidationsbande des jeweiligen Substrates und

Schichtdicke angepasst werden, sodass hier keine generelle Aussage moglich ist.

3.2.2. TEM-Untersuchungen der Hydrogel-Nanomembranen

Die auf Goldoberflichen hergestellten Hydrogel-Nanomembranen wurden hinsichtlich
threr Stabilitit im TEM untersucht. Hierfir wurden die Membranen von der
Goldoberfliche mit einer etablierten Transfermethode (siche Kapitel 3.3.1.) auf TEM-
Netze mit Kohlenstofflochfilm {ibertragen. AnschlieBend wurden die Membranen im
TEM verschiedenen Elektronendosen ausgesetzt, wie sie fiir die Bio-TEM iiblich sind.
Ziel war es, eine moglichst diinne Membran herzustellen, welche eine ausreichende

Stabilitdt aufweist.

Hier stellte sich heraus, dass die Hydrogel-Nanomembranen ab einer Dicke von etwa
Snm geniligend stabil sind, um sie fiir mehrere hundert Millisekunden dem
Elektronenstrahl auszusetzen. AuBBerdem wurde das Experiment ohne Aufbringen einer
Probe und bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Durch die tiefen Temperaturen wahrend des
Kryo-Experiments und dem zusétzlichen amophen Eisfilm sollten die Membranen weiter

stabilisiert werden.
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100 ms 300 ms 500 ms

Abbildung 28: Bestrahlung einer Hydrogel-Membran bei 120 kV und Raumtemperatur im TEM: Eine etwa 2
nm dicke Membran perforiert bereits bei einer geringen Elektronendosis (obere Reihe). Eine etwa 5 nm dicke
Membran zeigt erst ab einer Bestrahlungsdosis von 300 ms erste Locher. Bei 500 ms ist immer noch ein Grofteil
der Membran erhalten (untere Reihe).

3.2.3. Schlussfolgerungen

Polyglyceroldendrimere, welche mit einer Disulfid-Einheit funktionalisiert werden,
eignen sich zur Herstellung Nanometer dicker Filme auf Goldoberflichen. Die
Quervernetzung mit dem Polymerisationsquervernetzer EGDGE ermdglicht zum einen
die Quervernetzung der Polyglycerolfilme, zum anderen konnen die Hydrogel-Schichten
durch die Polymerisation von EGDGE weiter aufgebaut werden. Die Quervernetzung bei
90 °C hat sich bewdhrt, da bei hoheren Temperaturen ein stirkerer Abbau des PG-SAMs
festgestellt wurde, welcher zu nicht reproduzierbaren Schichtdicken der resultierenden
Filme fiihrt. Die quervernetzten Hydrogel-Filme konnen als freistehende, kontinuierliche
Membran auf TEM-Netze transferiert werden. Ab einer Dicke von 5 nm weisen die
Membranen, unter den fiir Bio-TEM-Experimente iiblichen Bedingungen, eine

ausreichende Stabilitét auf.
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3.2.4. Experimentelles

Materialien

Silicium(100)-Wafer (Wacker Chemie AG) wurden mit 200 nm Gold bedampft
(Aufdampfrate 1.0 — 2.0 A/s; Pfeiffer Vacuum Classic 50). Ethylenglykoldiglycidylether
(EGDGE) des Reinheitsgrades ,technisch® wurde kommerziell erworben (TCI
Deutschland GmbH) und direkt vor der Verwendung destilliert.

Transfer der Hydrogel-Membranen

Der Transfer der Hydrogel-Membranen erfolgte analog zu dem Transfer von SPHyN:ss,

welcher in der Veroffentlichung 35 beschrieben ist.
Herstellung von PG-Schichten auf Gold

Die Synthese des Disulfid-haltigen PG-Derivates und dessen Abscheidung auf Gold-

oberfliachen ist in Quelle 35 verdffentlicht.
Quervernetzung mit EGDGE

Ein Glasgefdl mit flachem Boden (ca. 25 x 15mm), einer H6he von 20 mm, Glas-
Schraubgewinde (GL32), Schraubdeckel (GL32, Polyphenylensulfid und Silikon/PTFE-
Dichtung) und seitlichem Schlenkhahn wurde im Vakuum ausgeheizt. Unter
Schutzgasatmosphdre wurden die PG-beschichteten Gold-Substrate in das Gefil3
gegeben. Das frisch destillierte EGDGE wurde auf das Substrat gegeben, sodass dieses
komplett bedeckt war. Die Losung wurde fiir 10 Minuten im Vakuum entgast.
AnschlieBend wurde das GefiB im Olbad fiir die gewiinschte Zeit auf die gewiinschte
Temperatur erhitzt. Nach Ende der Reaktionszeit wurde das Gefd3 auf Raumtemperatur
gekiihlt. AbschlieBend wurde das Substrat mit destilliertem Wasser und Ethanol

gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet.
Ellipsometrie

Zur Bestimmung von Schichtdicken sowie Substratparametern von Gold wurden
Ellipsometrie-Messungen an einem Sentech Ellipsometer (SE400) durchgefiihrt. Der

Laserstrahl mit der Wellenldnge 632.8 nm fiel unter einem Winkel von 70° auf die Probe.
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Fiir die Bestimmung der Schichtdicken wurden fiir die Hydrogel-Schichten folgende
Parameter verwendet: n = 1.450, k = 0.000.

IRRAS

IRRAS-Messungen wurden an einem Nicolet 6700 FT-IR-Spektrometer aufgenommen.
Es wurde ein MCT-Detektor verwendet. Der Innenraum des Spektrometers wurde mit
trockener und CO,-freier Luft gespiilt. Fiir jedes abgebildete Spektrum wurden jeweils

256 Scans aufgenommen.
TEM

Die Membranen wurden bei Raumtemperatur an einem FEI Tecnai Spirit TEM mit einer
Gatan CCD Kamera (Auflosung 4k x 4k) bei einer Beschleunigungsspannung von 120 kV

aufgenommen.
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3.3. Selbst-perforierende Hydrogel-Nanomembranen zur Verbesserung

der Proteinverteilung auf TEM-Netzen

Um die Oberfliche eines TEM-Netzes biorepulsiv zu funktionalisieren, ist es denkbar,
den Kohlenstofffilm mit einer kontinuierlichen Membran abzudecken. Im Rahmen dieses
Projektes entwickelten wir selbst-perforierende Hydrogel-Nanomembranen (self-
perforated hydrogel-nanomembranes, SPHyNs), welche die Probenpriparation von
Membranproteinen signifikant verbessern. Zum einen bedecken SPHyNs den amorphen
Kohlenstofffilm mit einer Schicht aus biorepulsivem Hydrogel, zum anderen bilden sie in
den Lochern des amorphen Kohlenstofffilms ein feines Hydrogelnetzwerk, welches den

Wasserfilm wihrend der Probenpriparation stabilisiert (siche Abbildung 29).

Abbildung 29: Darstellung eines Lochs in einem amorphen Kohlenstofflochfilm, welches mit einer SPhyN
bedeckt ist. Der kontinuierliche Kohlenstofffilm wird biorepulsiv mit einem Hydrogel bedeckt. In den Léchern
stabilisiert ein feines Netzwerk aus Hydrogel den diinnen Wasserfilm. Dies fiihrt zu einer gleichméifBiigen
Verteilung der Proteine.”®

Die biorepulsive Hydrogel-Nanomembran soll analog zu dem Autbau kontinuierlicher
Hydrogel-Nanomembranen (siehe Kapitel 3.2.) durch die Quervernetzung einer PG-
Schicht hergestellt werden. Um die biorepulsiven Eigenschaften des PG zu erhalten,
sollte der verwendete Quervernetzer idealerweise selbst ebenfalls ein Hydrogel ausbilden

und ebenfalls biorepulsive Eigenschaften aufweisen.
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3.3.1. Herstellung und Charakterisierung selbst-perforierender

Hydrogel-Nanomembranen

Die Herstellung der SPHyNs ist in Abbildung 31 dargestellt. Zur Herstellung von
Nanomembranen sollte ein PG-Film chemisch quervernetzt werden. Analog zu der
Quervernetzung mit EGDGE (siehe Kapitel 3.2.) wurde eine wenige Nanometer dicke
Schicht von Polyglycerol durch Abscheidung eines Disulfid-funktionalisierten
Polyglycerol-Derivates auf einer Goldoberflidche hergestellt. Die Quervernetzung der PG-
Schicht erfolgte mit reaktiven Tetraethylenglykol-Derivaten, welche im Gegensatz zu

EGDGE nicht zu einem Schichtaufbau durch Polymerisation fiihren kénnen.

Zunéchst wurden Derivate von Tetraethylenglykol (TEG) mit unterschiedlich reaktiven
Abgangsgruppen (Chlorid (Cl,-TEG), Bromid (Br,-TEG), Iodid (I,-TEG), Tosylat (Ts;-
TEG), Mesylat (Mes,-TEG)) synthetisiert und hinsichtlich ihrer Eignung zur

Quervernetzung des PG untersucht.'"®
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Abbildung 30: Reaktion einer Hydroxygruppe der PG-Schicht mit einem reaktiven Tetraethylenglykol-Derivat
unter basischen Bedingungen. Die Abgangsgruppe (AG) ermdglicht einen nukleophilen Angriff durch die
Hydroxygruppen des PG, wodurch Tetraethylenglykol in die PG-Schicht eingebaut und diese hierdurch vernetzt
werden kann. Fiinf verschiedene Derivate (Cl,-TEG, Br,-TEG, I,-TEG, Ts,-TEG, Mes,-TEG) wurden im
Hinblick auf die Quervernetzung der PG-Schicht untersucht.

Die Abgangsgruppen ermdglichen einen nukleophilen Angriff durch die Hydroxygruppen
des PG, wodurch Tetraethylenglykol in die PG-Schicht eingebaut und diese hierdurch
quervernetzt wird (siche Abbildung 30).

Die PG-Schichten wurden zur Quervernetzung in 10 mM Ldsungen des jeweiligen

Quervernetzers in absolutem DMF gelegt, denen entweder ein Uberschuss der Hilfsbase
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Triethylamin (=40 mMol) oder Pyridin (=60 mMol) zugesetzt wurde. In der jeweiligen
Losung wurden die SAMs zur Reaktion bei 25 °C (17 h), 40 °C (17 h) oder 60 °C (4 h)
inkubiert.

Ohne die Zugabe einer Hilfbase wurde eine vollstindige Entfernung der SAM von der
Goldoberfliche beobachtet. Aullerdem zeigte sich, dass es bei der Verwendung von
Triethylamin zu einem stidrkeren Schichtabbau verglichen mit Pyridin kommt. Bei
hoheren Temperaturen wurde ebenfalls ein stdrkerer Abbau der Schicht festgestellt,
weswegen die Quervernetzung bei 25 °C fiir 17 h durchgefiihrt werden sollte. Bei der
Behandlung der PG-Schichten mit den verschiedenen Quervernetzern wurde allgemein
eine Abnahme der Schichtdicke beobachtet. Der grofite Abbau der Schicht wurde fiir die
Halogenide CI,-TEG und L-TEG festgestellt, weswegen sich diese nicht zur
Quervernetzung eignen. Die Verwendung von Ts,-TEG fiihrte zur Bildung eines
unloslichen Salzes auf der Oberfliche, welches nicht mehr entfernt werden konnte,
weswegen dieser Ansatz ebenfalls nicht weiter verfolgt wurde. Es gelang, die
Schichtdickenabnahme fiir die Kombination aus Mes,-TEG und Pyridin als Hilfsbase bei
25 °C fiir 17 h auf ein Minimum von 1.5 + 0.5 nm zu reduzieren. Somit wurde diese
Kombination fiir die Herstellung der Membranen verwendet. Im Anschluss an die
Quervernetzung wurden die Schichten entweder auf ein kontinuierliches Substrat
(Siliziumwafer) oder ein TEM-Netz mit Kohlenstofflochfilm mithilfe einer etablierten

Methode'" transferiert.

Fiir den Transfer der Membranen wurde eine Schutzschicht aus Polymethylmethacrylat
(PMMA) aufgebracht. Diese stabilisiert die nur wenige Nanometer dicke Schicht
wiahrend des Transferprozesses. Nach dem Aufbringen der Schutzschicht wurden die
Substrate wenn notig in kleinere Stiicke gebrochen. Zur Abscheidung wurden
Siliziumsubstrate ohne Haftvermittler mit Gold beschichtet. Dies ermoglicht,
anschlieBend die Goldoberfliche von dem Substrat mit abzuheben. Mit einer lod-
Atzlosung wurde die Goldschicht entfernt und die Membran nach weiteren
Waschschritten auf das Zielsubstrat iibertragen. AbschlieBend wurde das PMMA durch
Einlegen in Aceton entfernt. Wenn die Membranen auf TEM-Netze transferiert wurden,
erfolgte die abschlieBende Entfernung des Losungsmittels moglichst schonend mittels
tiberkritischer Trocknung (Kritisch-Punkt Trocknung, KPT). Ein einfaches Verdampfen
des Acetons an Luft fiihrte dazu, dass keine freistehenden Membranen erhalten werden

konnten.

57



a) b) OR o

RO OR RO
RO ([ i
OR o

0 OR OR 7 kf\ O,j/o Acetonf
\_Q—NL% 4 _ /r \/EOH Xsl)
ﬁ

OR

amt
c) o\/.€ ’\')'O\/\O 5 | DMF, Pyrldln
oH A %
] (Ms,TEG) J

O

RO \)\
HZN/\/S‘S/\’NH7 j) ([ /j/ Abhebe

b S J»H”M «40\40/\» J
n ’ PMMA

Abbildung 31: Herstellung der selbst-perforierenden Hydrogel-Nanomembranen: a) Synthese des Disulfid-
funktionalisierten Polyglycerolderivates. b) Abscheidung auf einer Goldoberfliche. ¢) Quervernetzung mit
Mes, TEG. d) Transfer der Membran auf ein TEM-Netz.*°
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Es wurden verschiedene Konzentrationen von Mes,TEG in einem Bereich von 3 bis
100 mM verwendet und der Einfluss auf das Verhalten der erhaltenen Membranen
untersucht. Es zeigte sich, dass der Transfer auf Siliziumwafer unabhidngig von der
verwendeten Quervernetzerkonzentration kontinuierliche Membranen liefert, fiir die eine

Schichtdicke von ungefdhr 2 nm mittels AFM bestimmt wurde.

Im Gegensatz dazu konnte fiir Membranen, welche auf TEM-Netze transferiert wurden,
ein Aufreifen der Membranen (Selbstperforation) {iiber den Lochern des
Kohlenstofflochfilms unter Ausbildung einer Netzstruktur beobachtet werden (siche
Abbildung 32). Es bildeten sich hierbei Locher im Bereich von 50 - 500 nm aus. TEM
oder REM-Aufnahmen der hergestellten Netze zeigten keine Perforation auf dem
kontinuierlichen Kohlenstofffilm, was mit den Ergebnissen zum Transfer auf

Silziumsubstrate tibereinstimmt.

Eine derartige Netzstruktur eignet sich, um den diinnen Wasserfilm in den Lochern des
Kohlenstofflochfilms vor dem Frieren der Probe zu stabilisieren (sieche Kapitel 3.3.2). Es
wurde weiterhin untersucht, inwiefern die Porositit der Membran durch die

Konzentration an Quervernetzer kontrolliert werden kann.
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Abbildung 32: TEM-Aufnahme quervernetzter PG-Membranen nach dem Transfer auf TEM-Netze mit
Kohlenstofflochfilm. Die Membranen reiflen iiber den Lochern auf. In Abhiingigkeit von der verwendeten
Quervernetzerkonzentration (hier 50 und 10 mM) wird ein eng- bzw. grobmaschigeres Netz erhalten.>

Um die Abhéngigkeit der Porositéit der Netzstruktur von der Konzentration an Mes,; TEG
zu quantifizieren, wurde der von der Membran bedeckte Bereich des Loches im
Kohlenstofflochfilm bestimmt (siche Abbildung 33). Hierfiir wurden mehrere Chargen
von Membranen, ausgehend von der Abscheidung einer PG-Schicht und deren
Quervernetzung, hergestellt und verglichen. Hierbei wurde beobachtet, dass die
Lochrigkeit bei gleicher Quervernetzerkonzentration innerhalb einer Charge nur wenig
variierte, es jedoch groflere Unterschiede zwischen den verschiedenen Chargen gab. Dies
ist wahrscheinlich auf die Krifte zuriickzufiihren, welche wéhrend der KPT auf die

sensiblen Membranen wirken.

Fiir kleine Quervernetzerkonzentrationen ist die Porositit insbesondere aufgrund der
Krifte wiahrend des KPT nur schwer zu kontrollieren, sodass Membranen mit einer
Bedeckung im Bereich von etwa 15 - 50 % erhalten werden. Fiir eine 100 mM Mes,TEG
Konzentration konnen Membranen mit einer Bedeckung von etwa 73 + 7 % erhalten
werden. Somit fiihrt eine hohere Quervernetzerkonzentration zu einer erhohten
Stabilisierung der Membran, jedoch ist dieser Effekt bei kleinen Konzentrationen
(<20 mM) nicht erkennbar, da vermutlich die Krifte des KPT eine grofere Variation

hervorrufen.

59



bedeckte Flache / %
3

0T

0 v . v . v . v v v .

0 20 40 60 80 100
Quervernetzerkonzentration / mM

Abbildung 33: Quantitative Bestimmung der Lochrigkeit der quervernetzten PG-Membranen. Die durch die
Membran bedeckte Fliche der Locher in einem Kohlenstofflochfilm, welche bei einer bestimmten
Quervernetzerkonzentration erhalten wurde, ist dargestellt.35

Eine andere Moglichkeit, die Porositdt anzupassen, besteht darin, die Membranen
nachtriaglich zu verdndern. Durch Plasmabehandlung ist eine gezielte Schidigung der
Membran moglich, sodass das Netzwerk weiter in sich kollabiert und die Porositit
nachtréglich erh6ht werden kann. Eine 45 Sekunden-Behandlung der Membran in einem

Glimmentladungsplasma verringert die Bedeckung von 39 + 3 % auf 10 = 3 %.

Plasmabehandlung

Abbildung 34: Plasmabehandlung einer SPHyN mit hoher Bedeckung: Eine 45 Sekunden-Behandlung der
Membran in einem Glimmentladungsplasma reduziert die Bedeckung des Loches durch die Membran
deutlich.*®
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Die Hydrogel-Membran wurde aullerdem auf einen Kohlenstofflochfilm transferiert,
welcher keine regelméfige, runde Lochstruktur, sondern eine Variation an kleinen oder
groBen Lochern und Ellipsen aufweist (sog. C-flat® Multihole grids). Hierdurch konnte
gezeigt werden, dass die Art der Locher im Kohlenstofflochfilm keinen Einfluss auf die
Form der entstehenden Locher in der PG-Membran zu haben scheint (sieche Abbildung

35).

Durch die Herstellung quervernetzter Hydrogelmembranen und deren Transfer auf TEM-
Netze wurden neuartige TEM Netze (SPHyNs) erhalten, deren amorpher Kohlenstofffilm
durch ein biorepulsives Hydrogel abgedeckt ist und dessen Locher durch ein feines
Hydrogelnetzwerk {iiberspannt sind. Vorteilhaft ist, dass das System auch auf andere
TEM-Netze (z.B. Goldfilme'?, Graphen'*"'** oder amorphe Metalle'?®) transferiert

werden kann und somit unabhéngig vom Tragermaterial des Netzes einsetzbar ist.

Abbildung 35: TEM-Aufnahme einer quervernetzten PG-Membran auf einem C-flat® Multihole Netz. Hier zeigt
sich, dass die Form der Locher der Hydrogel-Membran unabhingig von der Form der Locher im
Kohlenstofflochfilm ist.**

3.3.2. Untersuchungen der Proteinverteilung mittels Kryo-TEM

Die mit einem Hydrogel bedeckten TEM-Netze wurden im Hinblick auf die
Verbesserung der Probenprédparation von Membranproteinen untersucht. Es wurden
hierfiir zwei Proteine ausgewéhlt, von welchen bekannt ist, dass die Probenpriparation

problematisch ist und nicht ausreichend Partikel im amorphen Eisfilm erhalten werden.
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Es handelt es sich um das Polytomella ATP Synthase Dimer'** und den Komplex I'* aus

Yarrowia lipolytica.

Es zeigte sich, dass Proben des Komplexes I mehr als 60 gleichméafBig verteilte Partikel
pro Bild enthielten, welche fiir die Bestimmung der Struktur verwendet werden konnten.
Es konnten durch die Verwendung von SPHyNs insgesamt 7138 Partikel auf 123
Aufnahmen ausgewertet werden, um die Struktur des Proteins mit einer Auflosung von
8.1 A zu berechnen. Zuvor war es deutlich schwerer, Proben des Proteins fiir eine
Strukturbestimmung zu préiparieren. Die gute Auflésung der Struktur zeigt die
Sekundérstrukturelemente, sowie die Eisen-Schwefel-Cluster des Proteins (siche

Abbildung 36).

Abbildung 36: Strukturbestimmung des Komplexes I aus Yarrowia lipolytica: Kryo-TEM-Aufnahme der
gefrorenen Proteinprobe (A). Hochauflosende TEM-Aufnahme der gefrorenen Proteinprobe (B). Struktur des
Komplexes I mit einer Auflésung von 8.1 A. Die lokale Auflésung ist durch den Farbcode gegeben. Die Skala ist
in Angstrom angegeben. (C) Darstellung der Dichteverteilung, welche die Eisen-Schwefelcluster des Proteins
erkennen lisst (D).
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Die Priparation von Kryo-Proben des ATP-Synthase Dimers verlief ebenfalls erfolgreich.
Fiir die Strukturbestimmung wurden insgesamt 23200 Proteinpartikel von 2096 Bildern
verwendet, um die Struktur mit einer Auflésung von 6.4 A zu berechnen. Die Struktur des
ATP-Synthase Dimers konnte sehr gut aufgelost werden, sodass Elemente wie die

Cio-Ringe der Rotoren gut erkennbar sind (siche Abbildung 37).

Die Struktur des ATP-Synthase Dimers wurde bereits 2016 mit einer Auflosung von
6.2 A bestimmt. Bemerkenswert ist, dass hierfiir 37238 Partikel ausgewertet wurden. Die
Verwendung der SPHyNs fiihrte dazu, dass 14000 Partikel weniger (-38 %) benétigt

wurden, um eine Struktur mit nahezu gleicher Auflésung zu erhalten.

Abbildung 37: Strukturbestimmung des Polytomella ATP Synthase Dimers: Hochauflosende TEM-Aufnahme
der gefrorenen Proteinprobe (A). Struktur der ATP-Synthase mit einer Auflosung von 6.4 A. Die lokale
Auflésung ist durch den Farbcode gegeben. Die Skala ist in Angstrom angegeben (B). Horizontaler Schnitt durch
den Fy-Teil der ATP-Synthase, wodurch die C;p-Ringe der Rotoren gut zu erkennen sind (C).35
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Dies kann durch die Stabilisierung des Wasserfilms durch die feinen Hydrogelfasern
erkldrt werden. Fiir die Berechnung der Struktur war es moglich, die Partikel aus
Regionen in der Mitte der Locher zu verwenden. Dort ist der amorphe Eisfilm diinner,
wodurch Aufnahmen der Partikel mit einem geringeren Hintergrund erhalten wurden. Die
frithere Struktur wurde von Partikeln bestimmt, welche sich in der Ndhe des
Kohlenstofflochfilms befanden. Dort ist das Eis deutlich dicker, wodurch der Kontrast der

Aufnahmen herabgesetzt wird.

Um zu testen, ob die UnregelméBigkeit der Locher des Hydrogelnetzwerkes fiir die
homogene  Proteinverteilung  verantwortlich  ist, oder dessen  chemische
Zusammensetzung, wurden Kryo-Proben mit dem Komplex I und einem speziellen
Tragermaterial gefroren, das eine dhnliche Struktur wie die SPHyNs aufweist. Das
Tréagermaterial bestand aus einem Kohlenstofffilm, welcher ebenfalls unregelméBige
Locher aufweist (sog. lacey carbon). Auch fiir Proben, die mit dem lacey carbon gefroren
wurden, zeigte sich die Akkumulation der Proteine an den Kohlenstofffilm (siehe
Abbildung 38). Es scheint die biorepulsive Funktionalisierung des Kohlenstoftfilms fiir

die gleichmiBige Verteilung des Proteins in den Lochern verantwortlich zu sein.

Abbildung 38: Kryo-TEM-Aufnahme von Komplex I aus Yarrowia lipolytica, welche mit einem lacey carbon
Trégerfilm hergestellt wurde. Die Partikel akkumulieren sich in der Nihe des amorphen Kohlenstofffilms oder
adsorbieren daran.
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3.3.3. Schlussfolgerungen

Mit einer Disulfid-Einheit funktionalisierte Polyglycerol-Derivate, welche als Monolage
auf einer Goldoberfliche abgeschieden wurden, konnen mit reaktiven TEG-Derivaten
quervernetzt werden. Die Untersuchung verschiedener TEG-Derivate zeigte, dass sich
Mes, TEG mit Pyridin als Hilfsbase in absolutem DMF bei Raumtemperatur am besten
zur Quervernetzung eignet. Die vernetzten Schichten konnen auf unterschiedlichste
Substrate transferiert werden. Durch den Transfer der Membranen auf TEM-Netze mit
Kohlenstofflochfilm kénnen SPHyNs hergestellt werden. Die transferierte Membran
deckt den amorphen Kohlenstoff mit einer etwa 2nm dicken, kontinuierlichen,
biorepulsiven Hydrogel-Schicht ab. Uber den Lochern dagegen reisst die Membran unter
Ausbildung einer freistehenden  Netzstruktur auf  (Selbstperforation). Die
Quervernetzerkonzentration und der Transferprozess beeinflussen dabei die Porositét der
Netzstruktur. Ein nachtrigliches Erhohen der Porositdt ist durch Behandlung der

Membranen im Glimmentladungsplasma moglich.

SPHyNs erleichtern die Préparation von Proben fiir die Kryo-TEM, wie anhand zweier
Membranproteine, deren Priparation zuvor nicht oder nur mit groBem Aufwand moglich
war, gezeigt werden konnte. Durch die Abdeckung des amorphen Kohlenstofffilms mit
einem kontinuierlichen, biorepulsiven Hydrogel wird die Adsorption hydrophober
Proteine an dem Kohlenstoff unterdriickt. Gleichzeitig stabilisieren die feinen
Hydrogelfasern der  Netzstruktur den  Wasserfilm in den Lochern des
Kohlenstofflochfilms. Beides fiihrt zu einer fiir die Mikroskopie optimalen Verteilung der

Proteine in der Probe.
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3.4. Nicht-kovalente Funktionalisierung amorpher Kohlenstofffilme

Die Untersuchungen zu biorepulsiven SPHyNs” und zu der Beschichtung von

Kohlenstofffilmen mit einem Goldfilm und einer biorepulsiven SAM'*®

haben gezeigt,
dass die biorepulsive Funktionalisierung des Kohlenstofffilms auf dem TEM-Netz
entscheidend fiir eine gute Proteinverteilung ist. Es wire es vorteilhaft, amorphe
Kohlenstofffilme direkt durch Aufbringen eines Molekiils biorepulsiv funktionalisieren

zu konnen.

In diesem Projekt sollte eine einfache Moglichkeit zur biorepulsiven Funktionalisierung
amorpher Kohlenstoffschichten entwickelt werden. Als biorepulsives Material sollte PG,
welches sich bereits in anderen Projekten bewihrt hatte, verwendet werden. Es ist
bekannt, dass Amphiphile, bestehend aus einem Hydrogel und einer aromatischen oder
aliphatischen  Einheit, an  sp>hybridisierten ~ Kohlenstoffoberflichen  wie

126-131

Kohlenstoffnanoréhren oder Graphen adsorbieren. In einer vorangegangenen Arbeit

wurden verschiedene PG-Pyren-Derivate zur Funktionalisierung von hochorientiertem
pyrolytischem Graphit (engl. highly oriented pyrolytic graphite, HOPG) verwendet.'*?
Auch im Rahmen dieser Arbeit sollte zundchst untersucht werden, inwiefern dieses
Konzept zur Funktionalisierung von amorphem Kohlenstoffs genutzt werden kann. Es
konnte gezeigt werden, dass die verwendeten PG-Pyren-Derivate ausreichend stark mit
amorphen Kohlenstofffilmen wechselwirken, um stabile Oberflichenbeschichtungen zu
erhalten. Derartig  funktionalisierte = Kohlenstofffilme eignen sich fir die
Probenpraparation von hydrophoben Membranproteinen. Die Funktionalisierung flihrt zu

einer Erh6hung der Dichte an Proteinmolekiilen, welche in den Ld&chern des

Kohlenstofffilmes gefroren werden.

Weiterhin sollten die mit PG-Pyren-Derivaten funktionalisierten Kohlenstofffilme durch
ein weiteres System, welches zwei Vorteile bietet, erweitert werden. Zum einen sollte die
Elektronenstrahl-induzierte Bewegung von Partikeln im FEis wéhrend des TEM-
Experimentes, welche zu einer Unschirfe der Partikel auf den Aufnahmen fiihrt, reduziert
werden. Zum anderen sollte der amorphe FEisfilm in den Lochern des

Kohlenstofflochfilms stabilisiert werden.

Es ist bekannt, dass ein biorepulsives Netzwerk, welches die Locher des Kohlenstofffilms

{iberspannt, zur Stabilisierung des amorphen Eisfilms verwendet werden kann.”
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AuBlerdem wurde gezeigt, dass die Elektronenstrahl-induzierte Bewegung durch die
Verwendung eines leitfihigen Materials reduziert werden kann.'” Einwandige
Kohlenstoffnanordhren (single-walled carbon nanotubes, SWCNTs) sind leitfdhige
Rohren aus Kohlenstoffatomen, welche sich zum Abfithren von Ladungen eignen.'** %
AuBlerdem lassen sich SWCNTSs durch das bereits zur Funktionalisierung des amorphen

Kohlenstofffilms verwendete PG-Pyren-Derivat funktionalisieren.'* "'

Es gelang durch den Transfer auf Kohlenstofflochfilme von mit PG-Pyren-Derivaten
funktionalisierten SWOCNT-Netzwerken, welche die Locher des Kohlenstofffilms
iiberspannen, ein biorepulsives, leitfahiges Netzwerk zu realisieren. Hierdurch wurden
TEM-Netze mit einem Hydrogel-funktionalisierten Netzwerk aus Kohlenstoffnanorohren
(hydrogel-functionalized carbon nanotube network, HyCaNet) hergestellt, welche den
Wasserfilm in den Lochern des Kohlenstofflochfilms stabilisieren, die Dichte von
Partikeln im amorphen Eis erhdhen und gleichzeitig die Elektronenstrahl-induzierte

Bewegung dieser Partikel reduzieren.

3.4.1. Synthese Pyren-haltiger Polyglycerolderivate

Pyren-haltige PG-Derivate haben sich bereits zur biorepulsiven Funktionalisierung von
Kohlenstoffoberflichen bewédhrt. In diesem Projekt sollten zwei Molekiile untersucht
werden, welche beide eine Pyren-Einheit als Basis enthalten, sich jedoch in der Anzahl
der PG-Einheiten unterscheiden. Uber die Pyren-Basis soll spiter eine Bindung der
Molekiile an die Kohlenstoffoberflache erfolgen. Explizit soll 1-(Polyglyceroloxy)pyren
(1), welches eine PG Einheit besitzt, und 1,6-Bis(polyglyceroloxy)pyren (2) mit zwei PG-
Einheiten  hergestellt ~werden. Die beiden PG-Derivate sollen in einer
Polymerisationsreaktion von Glycidol mit den Polymerisationsinitatoren 1-Hydroxypyren

(3) und 1,6-Dihydroxypyren (4) gewonnen werden (siche Abbildung 39).
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Abbildung 39: Synthese der Pyren-haltigen Polyglycerolderivate 1 und 2: Die Polymere sollen durch die
Polymerisation von Glycidol, mit entweder 3 oder 4 als Initiator, erhalten werden.

Zur Synthese der Initiatoren wurde zundchst nach Literaturvorschrift'?’ Pyren (5)

bromiert und im Anschluss das Brom-Atom des 1-Brompyrens (6) durch eine Bpin

138

(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolanyl)-Gruppe substituiert =~ und 1-Bpin-pyren (7)

erhalten. Als néchstes wurde die Bpin-Gruppe oxidativ in eine Hydroxygruppe

139

umgewandelt, >~ wodurch der Polymerisationsinitiator 3 erhalten wurde (siche Abbildung

40).
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Abbildung 40: Synthese des Polymerisationsinitiators 1-Hydroxypyren (3): a) N-Bromsuccinimid, Chloroform,
RT; b) 1. n-BuLi, Tetrahydrofuran, -78 °C; 2. 2-Isopropoxy-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan, -78 °C; c)
H,0,/NaOH, Tetrahydrofuran/Wasser, RT.
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Das Polymer 1 konnte direkt aus dem Initiator 3 durch Deprotonierung mit

Natriummethanolat und anschliefender Umsetzung mit Glycidol erhalten werden.

Aus Verbindung 3 kann der bifunktionale Polymerisationsinitiator 1,6-Dihydroxypyren
gewonnen werden. Mithilfe einer Literatur-bekannten'®®  Oxidationsreaktion unter
Verwendung des Oxidationsmittels Oxone wurde 3 zum 1,6-Diketopyren (8) umgesetzt.
Hier wird eine Mischung aus 1,6- und 1,8-Diketopyren erhalten, welche

sdulenchromatographisch getrennt wurde.
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Abbildung 41: Synthese des Polymerisationsinitiators 4: a) Oxone®, Acetonitril/ Wasser, RT; b) Belichtung (440-
450 nm), Isopropanol, RT.

Verbindung 8 kann durch eine lichtinduzierte Reduktion mit Isopropanol zu
1,6-Dihydroxypyren umgesetzt werden. Die Vollstindigkeit der Reduktion von
Verbindung 8 zu Verbindung 4 wurde mittels NMR iiberpriift. Nach Entfernen des
Losungsmittels konnte das erhaltene 1,6-Dihydroxypyren mit Natriummethanolat

141 Dg 1,6-Dihydroxypyren

deprotoniert und anschliefend mit Glycidol umgesetzt werden.
(4) sehr oxidationsempfindlich ist, wurde das Molekiil erst kurz vor der Verwendung aus

der stabilen Verbindung 8 synthetisiert und direkt weiter umgesetzt.

Die Polyglycerolderivate wurden mittels Dialyse von kleineren Molekiilen und
Oligomeren gereinigt. Die mittlere Molekiilmasse der Polymere wurde mittels

Kryoskopie bestimmt und ergab fiir Polymer 1 4300 g/mol und Polymer 2 7100 g/mol.

Im Folgenden werden der Ubersichtlichkeit halber die Polymere 1 und 2 als PG-O-Pyren
und (PG-O),-Pyren bezeichnet.
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3.4.2. Funktionalisierung und Charakterisierung amorpher

Kohlenstofffilme mit Polyglycerol

Um die Schichtbildungseigenschaften von PG-O-Pyren und (PG-O),-Pyren auf
amorphem Kohlenstoff zu untersuchen, wurden Goldoberflichen mit einer etwa 10 nm
dicken Schicht aus amorphem Kohlenstoff mittels Kohlefadenbedampfung beschichtet.'**
Die Kohlenstoffoberfliche wurde anschlieBend in eine 0.1%ige wéssrige Losung des

jeweiligen Polymers eingelegt und nach dem Herausnehmen mit Wasser gespiilt.

Ellipsometrisch  konnte nach dem Einlegen in die Polymerlosung eine
Schichtdickenzunahme von 1.1 = 0.1 nm fiir PG-O-Pyren und 6.7 £ 0.2 nm fir
(PG-0O),-Pyren gemessen werden. Intensives Spiilen der Oberflaichen mit Wasser fiihrte
zu keiner signifikanten Anderung der Schichtdicke, weswegen davon ausgegangen
werden kann, dass die Beschichtung fest an der Kohlenstoffschicht haftet. Um die
abgeschiedene Schicht weiter zu charakterisieren, wurden IRRA-Spektren aufgenommen.
Der Vergleich des IRRA-Spektrums mit einem IR-Spektrum von PG zeigt die fiir das
Polymer charakteristischen Banden (siehe Abbildung 42), welche auch in dem Spektrum
der quervernetzten PG-Schichten auftraten (Kapitel 3.2.).

14 -
12 -

10 4

=]
1 i

Extinktion / 103
(2]
1

1(PG-0),-Pyren

24

O_M J‘—"\//\«\/
PG (ATR)
T T S T T R
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wellenzahlen / cm™

Abbildung 42: IRRA-Spektrum von (PG-O),-Pyren adsorbiert auf amorphem Kohlenstoff und ein ATR-IR
Spektrum von PG (um den Faktor 200 skaliert). Der Vergleich beider Spektren zeigt, dass eine Schicht PG auf
dem amorphen Kohlenstoff adsorbiert ist.'$
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Besonders ausgeprigt ist die breite Bande im Bereich von 3200 bis 3600 cm™, die der
Streckschwingung der Hydroxygruppen zugeordnet werden kann, die symmetrische und
asymmetrische Methylen-Streckschwingung (2920 und 2880 cm™) und die symmetrische
und asymmetrische Ether-Streckschwingung (900 und 1180 cm™).

Eine Oxidation des PG-Polymers wird hier allerdings nicht beobachtet, was auf den
Ausschluss von Sauerstoff wihrend der Synthese von (PG-O),-Pyren zuriickzufiihren ist.
Anschliefend wurden im Gegensatz zu der Quervernetzung von PG-Schichten auf
Oberflachen (Kapitel 3.2 und 3.3) keine weiteren Reaktionen durchgefiihrt, welche zu

einer Oxidation fuhren konnen.

Die unterschiedlichen ellipsometrischen Schichtdicken lassen darauf schlieen, dass eine
unterschiedliche Bedeckung der Oberfliche vorliegt. Dies sollte sich ebenfalls auf die
Eigenschaften der Oberfliche auswirken. Um die biorepulsiven Eigenschaften der
Oberfldchenbeschichtung zu testen, wurden Biorepulsivitétstests durchgefiihrt. Die
Oberflichen wurden hierfiir einer gepufferten Losung von Bovinem Serumalbumin
(BSA) exponiert und die Schichtdickenzunahme durch unspezifische Adsorption des
Proteins bestimmt. Fir die mit PG-O-Pyren beschichtete Oberfliche konnte eine
Schichtdickenzunahme von 0.7 + 0.1 nm beobachtet werden, wohingegen die mit
(PG-0),-Pyren beschichtete Oberfldche nur einen Zuwachs von 0.06 + 0.06 nm aufwies.
Somit ist der mit (PG-O),-Pyren funktionalisierte Kohlenstofffilm nahezu vollstindig
biorepulsiv. Die Beschichtung mit PG-O-Pyren dagegen kann nur als teilweise
biorepulsiv bezeichnet werden. Der Unterschied kann mit der Schichtdicke des Polymers
auf dem Kohlenstofffilm erkldrt werden. PG-O-Pyren bildet deutlich diinnere Schichten
aus, weswegen vermutlich freie Stellen auf der Oberfldche verbleiben, an die das Protein

adsorbieren kann (siche Abbildung 43, roter Pfeil).
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Abbildung 43: Pyren-haltige PG-Derivate zur Funktionalisierung amorpher Kohlenstofffilme: Die PG-Pyren-
derivate binden iiber die Pyren-Einheit an die Kohlenstoffoberfliiche. Die resultierende Oberfliichendichte an
PG ist jedoch fiir die beiden Verbindungen unterschiedlich. Bei der mit PG-O-Pyren beschichteten Oberfliche
sind vermutlich noch Liicken (roter Pfeil) in der PG-Schicht, wodurch die Biorepulsivitit vermindert ist.!

3.4.3. Untersuchungen der Proteinverteilung mittels Kryo-TEM

Zur Untersuchung der Verteilung der Membranproteine in der amorphen Eisschicht mit
den biorepulsiv funktionalisierten amorphen Kohlenstofffilmen wurden Proben mit dem

1'** aus Yarrowia lipolytica hergestellt. Es wurden sowohl mit PG-O-Pyren als

Komplex
auch mit (PG-O),-Pyren beschichtete TEM-Netze sowie ein amorpher Kohlenstofffilm,
welcher mittels Glimmentladungsplasma hydrophilisiert wurde, betrachtet. Die TEM-
Aufnahmen der verschieden funktionalisierten Kohlenstofffilme mit dem Protein sind in

Abbildung 44 gezeigt.
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Abbildung 44: Kryo-TEM Aufnahmen des Komplexes I, pripariert auf TEM-Netzen, deren Kohlenstofffilm auf
verschiedene Arten funktionalisiert wurde: Die Kohlenstofffilme wurden mit PG-O-Pyren (B), (PG-O),-Pyren
(C) oder im Glimmentladungsplasma (A) behandelt. Die Verinderung des Kohlenstofffilms im
Glimmentladungsplasma fiihrt jedoch zu keinen Partikeln des Komplexes I im amorphen Eisfilm des
Kohlenstofflochfilms. Dahingegen sind bei PG-O-Pyren-beschichteten Proben (B) einige Partikel in den Lochern
des amorphen Eisfilms zu erkennen. Die Verwendung von (PG-O),-Pyren (C) fiihrt zu vielen, deutlich
erkennbaren Partikeln.'*

Wie zu erwarten, weist die Probe, bei der der amorphe Kohlenstofffilm nur mittels
Glimmentladungsplasma behandelt wurde, keine Partikel in der amorphen Eisschicht auf.
Dies zeigt erneut, wie problematisch die Probenpréparation dieses Proteins ist. Eine reine
Hydrophilisierung des Kohlenstoffs ist nicht ausreichend, um eine Verteilung der Partikel
in den Lochern zu erhalten. Im Gegensatz hierzu sind bei der Probe, welche mit
PG-O-Pyren behandelt wurde, einige Partikel zu erkennen. Die durchschnittliche Anzahl
der fiir eine Strukturberechnung verwendbaren Partikel betrdgt 14.5 Partikel pro
Aufnahme (61 Aufnahmen mit einer Grofe von 679 nm x 679 nm wurden ausgewertet).
Deutlich mehr Partikel sind jedoch bei der Probe, welche mit (PG-O),-Pyren
funktionalisiert wurde zu erkennen. Hier sind durchschnittlich 31.2 Partikel pro Bild
verwendbar (42 Aufnahmen mit einer Grofle von 679 nm x 679 nm wurden ausgewertet).
Hiermit bestéitigen die TEM-Experimente die zuvor mittels Ellipsometrie erhaltenen
Ergebnisse zur Biorepulsivitit der Beschichtungen. (PG-O),-Pyren fiihrt zu einer deutlich

besseren biorepulsiven Funktionalisierung der Kohlenstoffoberfliche.

Die beiden Beschichtungen mit den PG-Derivaten erdffnen aufgrund ihrer
unterschiedlichen Biorepulsivitidt die Moglichkeit, die Dichte der Partikel im Eis zu
kontrollieren. Beispielsweise ist es denkbar, Mischungen der beiden Verbindungen
herzustellen und hierdurch die Biorepulsivitdt der Kohlenstoffschicht auf dem TEM-Netz
einzustellen. Dies ist von Interesse, wenn das Verdiinnen oder Konzentrieren der Probe

nicht moglich ist.
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3.4.4. Herstellung eines Hydrogel-funktionalisierten Netzwerkes aus

einwandigen Kohlenstoffnanorohren

Die Elektronenstrahl-induzierte Bewegung von Partikeln im Eis wéhrend des TEM-
Experimentes flihrt zu einer Unschdrfe der Partikel auf den Aufnahmen. Dies kann
teilweise computerunterstiitzt korrigiert werden,'** jedoch ist es sinnvoll, die Bewegung
durch die Verwendung leitfahiger Substrate von vornherein zu minimieren.'” SWCNTs
sind Réhren aus spz-hybridisierten Kohlenstoffatomen und weisen eine hohe Leitfdhigkeit
auf.’*> %% Aus diesem Grund sollte untersucht werden, inwiefern ein Netzwerk aus
biorepulsiv  funktionalisierten ~SWCNTs verwendet werden kann, um die
Aufladungseffekte wahrend des TEM-Experiments zu reduzieren. Insbesondere die
biorepulsive Beschichtung der Kohlenstoffnanordhren konnte die Leitfahigkeit reduzieren
oder isolierend wirken. Allerdings kann durch das biorepulsive Netzwerk aus SWCNTSs
eine Stabilisierung des Wasserfilms wahrend der Probenpréiparation vergleichbar zu den

Ergebnissen mit SPHyNs erwartet werden (siehe Kapitel 3.3.).

Generell miissen SWCNTs mit Detergenzien in Losung stabilisiert (solubilisiert) werden,
da die hydrophoben Kohlenstoffnanordhren ansonsten keine stabile Suspension bilden,
sondern in dem wissrigen Medium aggregieren. Eine Vielzahl von Amphiphilen wurde in
der Literatur fiir die Solubilisierung von Kohlenstoffnanor6hren untersucht. Unter
anderem wurden auch Amphiphile aus einem Hydrogelbildner (PG oder PEG) und einer
aromatischen bzw. aliphatischen Einheit (oder beidem) erforscht.'** "% Als aromatische
Einheit haben ebenfalls Pyren-haltige Derivate Anwendung gefunden.'?¢'2713%1% per
hydrophobe Teil der Molekiile lagert sich an die Kohlenstoffnanoréhren an, sodass der

polare Teil in die Losung ragt und die Oberfldche hierdurch hydrophil erscheint.

Zum Aufbau des Netzwerkes muss eine Methode gefunden werden, um die SWCNTs zu
solubilisieren und biorepulsiv zu funktionalisieren. Es ist naheliegend, die fiir die
Funktionalisierung amorpher Kohlenstofffilme verwendeten Pyren-Derivate (PG-O-Pyren
und (PG-O),-Pyren) im Hinblick auf ihre Solubilisierungseigenschaften und zur
gleichzeitigen biorepulsiven Funktionalisierung von SWCNTSs zu untersuchen. Es wurden
Solubilisierungstests mit den SWCNTs und einer 0.1%igen wissrigen Losung der
jeweiligen PG-Pyren-Derivate durchgefiihrt. Die Nanoréhren wurden hierfiir in der PG-

Pyren-Losung suspendiert und anschlieBend zentrifugiert. Bei einer ausreichenden
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Funktionalisierung der Nanoréhren durch die Detergenzien verbleiben sie nach der
Zentrifugation in Losung. Die Ergebnisse der Pyren-Derivate und anderer
Vergleichsdetergenzien, welche hdufig zur Solubilisierung von SWCNTs verwendet
werden, sind in Abbildung 45 dargestellt. Der Test zeigt, dass (PG-O),-Pyren die
Nanorohren deutlich besser solubilisiert als PG-O-Pyren (die Losung ist aufgrund der

hoheren Konzentration stiarker gefarbt). Die Solubilisierungseffizienz ist vergleichbar zu

der von Dodecylmaltosid (DDM).

Eine erfolgreiche Solubilisierung zeigt, dass die Oberfliche der SWCNTs mit einer
Schicht des Pyren-Derivates liberzogen ist. Inwiefern die Beschichtung ausreicht, um die
Nanordhren ausreichend biorepulsiv zu funktionalisieren, muss jedoch durch ein TEM-

Experiment gezeigt werden.

Fos-Choline 12
Triton-X-100
Zwittergent 3-12
G-O-pyrene
PG-0),-pyrene

DM
DDM
0G

|

fark, —
i

Abbildung 45: Solubilisierungstests von SWCNTs mit PG-O-Pyren und (PG-0),-Pyren und weiteren
Detergentien: Suspensionen nach 30 min Zentrifugation bei 15000 rpm. DM: Decylmaltosid, DDM:
Dodecylmaltosid, Fos-Choline 12: n-Dodecylphosphocholin, OG: Octylglucosid, Triton-X-100: Polyethylenglykol
p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-phenylether, Zwittergent 3-12: nr-Dodecyl-/V,N-dimethyl-3-ammonium-1-propan-
sulfonat.

Fiir die Deposition eines Netzwerkes aus Nanorohren auf einen Kohlenstofflochfilm
mussen die funktionalisierten Nanorohren auf diesen Film mit einer bestimmten Dichte

aufgebracht werden. Hierfiir wurde eine Methode von Wu et al.'* angepasst.

Der Prozess ist in Abbildung 46 a dargestellt. Der Uberstand nach dem Abzentrifugieren
der Suspension, welcher die solubilisierten SWCNTs enthilt, wurde iiber einen
Nitrocellulosefilter filtriert. Das mit den Nanoréhren bedeckte Filterpapier wurde
anschlieBend mit der Oberseite auf ein mit einem amorphen Kohlenstofffilm bedecktes

TEM-Netz gelegt und die Nitrocellulose mithilfe von Aceton aufgeldst. AbschlieBend
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wurde das TEM-Netz zur Funktionalisierung der amorphen Kohlenstoffschicht erneut in

eine wassrige (PG-0),-Pyren-Losung gelegt.

*‘ Qi
TEM-Netz mit 1. Aceton

Kohlenstofflochfilm 2. Inkubation
in PG-Pyren
SEE—

Solubilisierung g

SWCNTs Nitrocellulose

amorpher Kohlenstoff

Abbildung 46: Herstellung und Aufbau eines HyCaNet: a) Die SWCNTs werden mit dem PG-Pyren-Derivat
solubilisiert und anschliefend durch einen Nitrocellulosefilter filtriert. Hierbei legen sich die SWCNTSs auf den
Filter. Anschliefend wird dieser mit der Oberseite zum Kohlenstofffilm hin auf das Netz gelegt. Abschliefend
wird die Nitrocellulose mit Aceton aufgeléost und der noch unbeschichtete, amorphe Kohlenstoff durch
Inkubation in einer PG-Pyren-Losung mit PG bedeckt. b) Ein HyCaNet besteht aus einem TEM-Netz mit
Kohlenstofflochfilm, dessen Locher mit SWCNTSs netzartig iiberspannt sind. Sowohl die SWCNTSs wie auch der
amorphe Kohlenstoff sind mit biorepulsivem PG beschichtet.'*®

Die Variation der SWCNT Konzentration ermdglicht bei dem Verfahren, die Dichte der
Kohlenstoffnanoréhren auf dem Nitrocellulosefilterpapier anzupassen. In Abbildung 47
ist eine TEM-Aufnahme eines HyCaNets abgebildet. Deutlich ist das Netzwerk aus
Biindeln von SWCNTs zu erkennen, welche das Loch eines Kohlenstofflochfilms
iiberspannen. In den Lochern des Netzwerks sollen die Proteine gleichméBig verteilt in

der Eisschicht vorkommen.
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Abbildung 47: TEM-Aufnahme eines HyCaNets: Die Biindel von SWCNTs, welche das Loch eines
Kohlenstofflochfilms iiberspannen, sind zu erkennen.'®

3.4.5. Untersuchungen eines Hydrogel-funktionalisierten
Kohlenstoffnanorohren-Netzwerkes hinsichtlich der Reduktion

der Elektronenstrahl-induzierten Bewegung von Partikeln

Bevor die Reduktion der Elektronenstrahl-induzierten Bewegung von Partikeln im
amorphen Eis evaluiert wurde, sollte die Biorepulsivitit der HyCaNets untersucht
werden. Hierfiir wurden erneut Proben mit dem Komplex I bzw. der ATP-Synthase und
HyCaNets, welche mit (PG-O),-Pyren oder PG-O-Pyren hergestellt wurden, pripariert.
Reprisentative TEM-Aufnahmen sind in Abbildung 48 dargestellt.

Fiir beide Proteine konnte eine gleichméfige Verteilung der Partikel in den Eisfilmen
erhalten werden. Im FEinklang mit den vorherigen Ergebnissen fiihrte eine
Funktionalisierung der HyCaNets mit (PG-O),-Pyren zu mehr Partikeln im Eis. Fiir den
Komplex I wurde die durchschnittliche Anzahl an Partikeln pro Aufnahme (679 nm x
679 nm) bestimmt. Mit PG-O-Pyren hergestellte HyCaNets zeigten 12.6 Partikel pro
Aufnahme (44 Aufnahmen wurden ausgewertet), wohingegen mit (PG-O),-Pyren
funktionalisierte durchschnittlich 25.6 Partikel (48 Aufnahmen wurden ausgewertet)

aufwiesen.
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Abbildung 48: Untersuchungen der Proteinverteilung mit HyCaNets: Kryo-Proben des Komplexes I aus Y.
lipolytica (A) und der Polytomella ATP Synthase (B), welche mit HyCaNets priipariert wurden. Die Verwendung
von HyCaNets fiihrt bei beiden Proteinen zu einer gleichmiBigen Verteilung der Partikel in der Eisschicht.'?

Die Anzahl an Partikeln pro Aufnahme bei der Verwendung von HyCaNets ist geringer,
verglichen mit der Anzahl an Partikeln, welche fiir die nur mit den Pyren-Derivaten
funktionalisierten Kohlenstofflochfilme bestimmt wurde. Dies ist auf die Flache, die von
den SWCNTs eingenommen wird, zurlickzufiihren. Aufgrund des Raumes, welchen die
SWCNTs in den Lochern einnehmen, verringert sich die Fliche des freistehenden
amorphen Eisfilms, sodass auf einer Aufnahme ein kleinerer Bereich des FEises

ausgewertet werden kann.

Abbildung 49: Analyse des Abstandes zweier Gold-Nanopartikel, von denen einer auf dem amorphen
Kohlenstofffilm fixiert ist und der andere im amorphen Eis liegt (weiller Pfeil). Wihrend der Datenaufnahme ist
das TEM-Netz um 45° gekippt, um ebenfalls senkrecht zur Netzebene sensitiv zu sein. Die rote Linie zeigt die
Achse der Kippung des TEM-Netzes.'*

79



Die Aufnahmen zeigen auBBerdem, dass die Proteine nicht an den SWCNTs akkumuliert
sind, was auf eine ausreichende biorepulsive Funktionalisierung schlieen ldsst. Die
erhaltenen Daten erlaubten die Berechnung der 3D Struktur des Komplexes I mit 25 A
Auflosung aus nur 1463 Partikeln.

Um zu iberpriifen, ob das Nanorohren-Netzwerk tatsdchlich die Elektronenstrahl-
induzierte Bewegung von Partikeln im Eis reduziert, wurde die Bewegung von Gold-
Nanopartikeln im amorphen Eis quantifiziert.'” Hierfiir wurde der Abstand zweier
Partikel bestimmt, von denen einer auf dem Kohlenstofffilm fixiert und der andere im
amorphen Eis liegt. Wéhrend der Datenaufnahme wird die relative Bewegung dieser
Partikel zueinander bestimmt. Um nicht nur innerhalb der Ebene des TEM-Netzes

sensitiv zu sein, wurde dieses um 45° gekippt.

- mit HyCaNet — ohne HyCaNet

0 5 10 15 20
Aufnahme

Abbildung 50: Vergleich der Bewegung von Gold-Nanopartikeln, welche mit HyCaNets oder
Kohlenstofflochfilmen, die mittels Glimmentladungsplasma behandelt wurden, pripariert wurden: Als Referenz
wurde das HyCaNet (rot, mit HyCaNet) mit einem vergleichbaren, mittels Glimmentladungsplasma behandelten
Kohlenstofflochfilm (blau, ohne HyCaNet) verglichen. Fiir jede Aufnahme wurde eine Dosis von 2 Elektronen
pro Pixel verwendet, und die Bewegung eines Partikels im amorphen Eis relativ zu einem auf dem
Kohlenstofffilm fixierten bestimmt. Fiir die Berechnung der Werte wurden 21 Bildstapel mit HyCaNets und 20
Bildstapel ohne HyCaNets verwendet.'**

Die erhaltenen Messwerte sind in Abbildung 50 dargestellt. Diese zeigen, dass die
Bewegung des Gold-Nanopartikels im Eis um 50 % reduziert wurde. In den ersten
Aufnahmen, welche wichtig sind, da Kryo-TEM-Experimente in der Regel mit geringer
Elektronendosis durchgefiihrt werden, betrdgt die Reduktion sogar 70 %. Fiir die
Verwendung von HyCaNets mit Biomolekiilen ist somit eine deutliche Verbesserung der

Bildqualitét zu erwarten.
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3.4.6. Schlussfolgerungen

Mit  Pyren-funktionalisierte = PG-Derivate  ermdglichen  die  nicht-kovalente
Funktionalisierung von amorphen Kohlenstoffoberflichen und SWCNTs mit einem
Hydrogel durch die Wechselwirkung der Pyren-Einheit mit der Kohlenstoffoberfldche.
Der Vergleich zweier Pyren-funktionalisierter PG-Derivate mit einem bzw. zwei PG-
Dendrimeren (PG-O-Pyren und (PG-O),-Pyren) zeigte, dass das Derivat mit zwei PG-
Dendrimeren zu einer besseren Bedeckung der Oberfliche und damit verbunden einer
erhohten Biorepulsivitédt fiihrt. Die hergestellten PG-Pyren-Derivate eignen sich zudem

zur Solubilisierung von SWCNTs.

Die Verwendung von PG-Pyren-Derivaten gemeinsam mit SWCNTs ermoglicht die
Herstellung von HyCaNets auf TEM-Netzen mit amorphem Kohlenstofflochfilm. Hierbei
werden die Locher des amorphen Kohlenstofflochfilms mit einem Netzwerk aus
SWCNTs iiberspannt. Sowohl der Kohlenstoftfilm als auch die SWCNTs sind mit einer
biorepulsiven  Schicht aus PG-Hydrogel beschichtet. Die nicht-kovalente
Funktionalisierung amorpher Kohlenstofffilme durch PG-Pyren-Derivate fiihrt zu einer
Verbesserung der Proteinverteilung hydrophober Proteine, die ansonsten zur Adsorption
an Kohlenstofffilmen neigen. Die Solubilisierung der SWCNTs mit den PG-Pyren-
Derivaten flihrt ebenfalls zu einer Bedeckung der Nanoréhren mit einen PG-Hydrogel,
wodurch die Adsorption von Proteinen ebenfalls unterdriickt wird. Zusétzlich wird durch
das SWCNT-Netzwerk der Wasserfilm stabilisiert und die Elektronenstrahl-induzierte
Bewegung von Partikeln im amorphen Eis reduziert. Die Verwendung der entwickelten
HyCaNets erleichtert die Préparation von Proben fiir die Kryo-TEM, da sie zu einer fiir
die Mikroskopie guten Verteilung der Proteine in der Probe fiihren. AuBBerdem verbessert
die Reduktion der Elektronenstrahl-induzierten Bewegung die Bildqualitit der TEM-

Aufnahmen.
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3.5. Funktionalisierte Kohlenstoffnanomembranen mit spezifischen

Anbindungsstellen

Fiir die Berechnung der dreidimensionalen Struktur von Biomolekiilen werden TEM-
Aufnahmen von Proben gemacht, in welchen die Biomolekiile homogen in einer diinnen

Schicht aus amorphem Eis prépariert sind.

Eine Methode, eine gleichmiBig verteilte Probe von Biomolekiilen zu erhalten, ist, diese
an ein moglichst diinnes, kontinuierliches Tragermaterial zu binden. Hier finden
beispielsweise wenige Nanometer dicke, kontinuierliche Kohlenstofffilme Anwendung.
Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch der reduzierte Kontrast der Aufnahme aufgrund

der Streuung an dem Kohlenstofffilm.'"’

121,148-150

Diinnere, leitfadhige Materialien wie

151153 wurden im Hinblick

Graphen oder dhnliche kohlenstoftbasierte Materialien
auf die Reduktion des Kontrastverlustes durch das Tragermaterial untersucht. Allerdings
kann eine Vorzugsorientierung der Proteine an den Filmen resultieren, da die Proteine mit
ihren hydrophoben Seiten an diesen adsorbieren.”> Uberdies besteht die Mdglichkeit einer

Konformationsinderung des Proteins aufgrund der Adsorption.'>*

Ein weiteres Problem in der Probenpréparation besteht darin, dass es oftmals nicht oder
nur unter groBem Aufwand moglich ist, sehr reine Losungen von Proteinen zu erhalten
oder diese anzureichern.'” Inhomogenititen in der priparierten Probe, wie
Verunreinigungen durch andere Biomolekiile oder Partikel, konnen allerdings zu
Problemen bei der Strukturbestimmung fithren, weswegen diese moglichst vermieden

werden miissen.

Interessant im Hinblick auf die Losung der genannten Probleme ist die Anbindung von
Biomolekiilen tiiber spezifische Erkennungsstellen (sog. Affinitéts-Tags, siehe
Kapitel 1.7.) an ein diinnes, kontinuierliches Tragermaterial. Durch die gleichzeitige
Verwendung eines biorepulsiven Trigerfilms mit spezifischen Erkennungsstellen kann
selektiv das gewiinschte Biomolekiil angebunden werden, was einen weiteren
Reinigungsschritt  darstellt. Zusdtzlich fiihrt eine regelméfBige Verteilung der
Erkennungsstellen zu einer gleichméBigen Verteilung der Partikel auf dem

156
1.

Tragermateria Werden die Erkennungsstellen ausreichend flexibel an das

Trigermaterial angebunden, kann zudem eine Vorzugsorientierung vermieden werden."”’
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Sogenannte affinity-grids wurden bereits hergestellt und fiir die Strukturbestimmung
eingesetzt.”””'® Zur Anbindung der Makromolekiile wurden beispiclsweise der

163-165
oder

His—Tag157’159_161, Antikérper162 sowie die Streptavidin-Biotin-Affinitat
Kombinationen® verwendet. Problematisch fiir die Anwendung in der TEM ist bisher
jedoch die groBBe Dicke der hergestellten Systeme (stirkerer Hintergrund fiihrt zu einem
schlechteren Kontrast) oder die unspezifische Bindung ungewiinschter Biomolekiile an

dem Trigermaterial.

Im Rahmen dieses Projektes wurde ein affinity-grid entwickelt, welches auf einer amino-
terminierten Kohlenstoffnanomembran (CNM) basiert, die biorepulsiv funktionalisiert
und mit einem Komplexbildner zur spezifischen Anbindung His-Tag markierter Proteinen
versehen wurde. Bei der Entwicklung des affinity-grid wurde besonderer Wert auf eine
einfache Herstellung gelegt, was ermdglichen soll, die hier entwickelten TEM-Netze zu
einem attraktiven Preis kommerziell anbieten zu konnen. Die Verwendung von CNMs
bringt den Vorteil, dass sie aufgrund ihrer geringe Dicke bei gleichzeitig hoher
mechanischer Stabilitit nur zu einem geringen Kontrastverlust fithren. Aullerdem erlaubt
die Amino-Terminierung der eingesetzten CNMs eine einfache Funktionalisierung. Mit
dem entwickelten affinity-grid konnen vorzugsweise mit einem His-Tag-markierte
Proteine aus einer Mischung mit anderen Biomolekiilen an das TEM-Netz gebunden

werden.

3.5.1. Biorepulsive Funktionalisierung von

Kohlenstoffnanomembranen mit Polyglycerol

Um einen kontinuierlichen, biorepulsiven Triagerfilm fiir die spezifische Anbindung von
His-Tag-markierten Proteinen zu erhalten, sollten CNMs mit PG beschichtet werden. Die
verwendeten CNMs wurde durch die Quervernetzung von  4-Nitro-1,1°-
biphenylthiol(NBPT)-SAMs hergestellt. Durch den Elektronenbeschuss wihrend der
Quervernetzung wird die Nitrogruppe der SAM zu einer Aminogruppe reduziert,”’

welche fiir die Polymerisation des Glycidols genutzt werden kann.

Aluminiumoberflachen, welche mit mehreren Nanometern PG beschichtet sind, bieten

sich als einfach herzustellendes, preiswertes Modellsystem fiir PG-beschichtete CNMs
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an. Ab einer Dicke von einigen Nanometern exponieren beide Substrate eine
geschlossene PG-Oberfliche, weswegen kein Unterschied in den Eigenschaften der
Oberflachen zu erwarten ist. Aluminiumoberflachen lassen sich in einer 10%igen Losung

von Glycidol in absolutem NMP mit PG beschichten.®

Zur Beschichtung wurde anfangs nicht unmittelbar frisch destilliertes Glycidol
verwendet. Es stellte sich jedoch heraus, dass hierdurch die Kontrolle der PG-
Polymerisation schwieriger ist und die zu erwartende PG-Schichtdicke nicht oder nur
teilweise vorhersehbar ist. Allerdings wurde bei der Verwendung von altem Glycidol
allgemein ein deutlich stirkeres Schichtwachstum festgestellt als bei der Verwendung von

frisch destilliertem.

Um die affinity-grids industriell produzieren zu konnen, ist es notwendig, diese
reproduzierbar mit definierten PG-Schichtdicken anfertigen zu kénnen. In Anlehnung an
die Beschichtung oxidischer Oberfldchen sollte die PG-Beschichtung der Amino-CNM in
einer 10%igen Losung von Glycidol in absolutem N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP)
erfolgen und eine Schichtdicke von mindestens 6 nm aufgebracht werden, da diese fiir

eine vollstandige Biorepulsivitit notwendig ist.®

Um eine Beschichtung der CNM mit hoher Reproduzierbarkeit zu ermdglichen, wurde
die PG-Funktionalisierung der Amino-CNM in einer 10%igen Losung von frisch
destilliertem Glycidol in NMP bei 140 °C untersucht. Der Verlauf der ellipsometrisch
bestimmten Schichtdicken in Abhédngigkeit von der Polymerisationszeit ist in Abbildung
52 dargestellt. Es zeigte sich, dass das Polymer anfangs nur sehr langsam auf der CNM
aufwuchs. So wurde nach etwa 8 Stunden eine nur etwa 2.7 nm dicke Schicht erhalten.
Fiir ldngere Reaktionszeiten wurde eine groflere Schichtdickenzunahme beobachtet. Eine
mogliche Erkldrung hierfiir ist eine Alterung der Glycidol-Losung bei erhohten
Temperaturen. Mehrere Monomere kdnnen miteinander reagieren, wodurch grof3ere, aber
noch reaktive Oligomere gebildet werden, welche in die Schicht eingebaut werden.'®

Hierdurch wiirde das Schichtwachstum beschleunigt werden.
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Abbildung 51: Autopolymerisation von Glycidol zu gréfieren Oligomeren. Die Oligomere besitzen immer noch
eine Epoxideinheit, wodurch sie in die PG-Schicht eingebaut werden konnen.'®

AufBlerdem fiihrten lange Reaktionszeiten zu einer stdrkeren, ungewiinschten Oxidation

der PG-Schicht und zu starken Schwankungen der erhaltenen PG-Schichtdicken.
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Abbildung 52: Beschichtung einer CNM mit einer 10%igen Losung von Glycidol in absolutem NMP: Die CNM
wurde fiir verschiedene Reaktionszeiten in der Glycidol-NMP-Losung bei 140 °C beschichtet. Anschliefend
erfolgte die Schichtdickenbestimmung ellipsometrisch.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Beschichtung in reinem Glycidol bei 140 °C in
kurzen Reaktionszeiten von wenigen Stunden zu reproduzierbaren Schichtdicken von
6 =1 nm (2 Stunden) bzw. 11 £ 1 nm (3 Stunden) fiihrt. Die beschichteten Membranen
konnten ebenfalls erfolgreich auf Siliziumwafer transferiert und die Dicke der

Membranen an den Réandern mittels AFM gemessen werden (sieche Abbildung 53). Hier
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wurden Schichtdicken von 9 und 13 nm fiir die gesamte mit PG-beschichtete CNM
bestimmt. Da die CNM eine Dicke von etwa 1 bis 2 nm aufweist, stimmen die iiber die

verschiedenen Methoden erhaltenen Werte gut iiberein.
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Abbildung 53: AFM-Aufnahmen von auf Siliziumwafer transferierten, mit PG beschichteten CNMs. Die CNMs
wurden fiir 2 (A) und 3 Stunden (B) in reinem Glycidol bei 140 °C beschichtet. Aus dem Héhenprofil entlang der
roten Linie kann die Dicke der Membran abgeschiitzt werden.

Die erhaltene PG-Schicht wurde ebenfalls mittels IRRAS untersucht. Hier wurden die fiir
PG charakteristischen Banden beobachtet, welche auch im IRRA-Spektrum der
quervernetzten PG-Schichten auftraten (siehe Kapitel 3.2.1. und 3.4.2.). Charakteristische
Banden fiir PG sind die Streckschwingungen der Hydroxygruppen im Bereich von 3200
bis 3600 cm™, die symmetrische und asymmetrische Methylen-Streckschwingung (2920
und 2880 cm™) und die symmetrische und asymmetrische Ether-Streckschwingung (900
und 1180 cm™). Die Bande bei 1740 cm™ ist auf eine Oxidation des PG zuriickzufiihren.
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Abbildung 54: IRRA-Spektrum nach der erfolgreichen Polymerisation von PG auf eine CNM: Es sind
verschiedene fiir PG charakteristische Banden bei 3200 bis 3600 cm™, 2920 und 2880 cm™ und 900 und 1180 ¢cm™
zu erkennen. Die Bande bei 1740 cm™ ist auf eine teilweise Oxidation des PG zuriickzufiihren

3.5.2. Untersuchungen zur spezifischen Anbindung von Proteinen

iiber Ethylendiamintetraessigsaure

Die spezifische Anbindung der Proteine an das biorepulsive Tragermaterial sollte iiber
einen His-Tag erfolgen. His-Tag markierte Proteine binden mit hoher Affinitit an auf
einer Oberfliche immobilisierte Nickelionen (siehe Kapitel 1.7.). Die in diesem Projekt
entwickelten affinity-grids sollten kostengiinstig produziert werden kénnen, um sie zu
einem attraktiven Preis anbieten zu konnen. Aus diesem Grund sollte eine moglichst
einfache Methode zur Funktionalisierung der biorepulsiven PG-Oberfliche mit einem
Chelat-Komplexbildner gefunden werden. In diesem Kontext erschien die
Immobilisierung von Nickelionen auf der PG-Schicht mittels Ethylendiamin-
tetracessigsdure (EDTA) als eine interessante Moglichkeit, da EDTA kommerziell
preiswert erhéltlich ist und durch Aktivierung einer Carbonsdure-Gruppe leicht an die

Hydroxy-Gruppen der PG-Schicht angebunden werden kann. Infolgedessen sollte die
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Methode unter Verwendung von EDTA, zur Anbindung von His-Tag markierten

Proteinen an eine PG-Oberfldache, untersucht werden.

3.5.2.1. Funktionalisierung von PG-Oberflichen mit EDTA

EDTA sollte iiber eine der Carbonsdure-Gruppen an die PG-Oberfliche angebunden
werden. Hierfiir muss zunichst eine der Carbonsiure-Gruppen aktiviert werden. Zu
diesem Zweck wurde EDTA-Monoanhydrid (EDTA-MA), ein aktiviertes EDTA-Derivat,
nach Literatur'® hergestellt. EDTA-MA kann mit den Hydroxygruppen der PG-Schicht
reagieren, wobei EDTA iiber eine der Sduregruppen an das Polymer angebunden wird.
Nach der Anbindung stehen drei S&uregruppen und zwei Aminogruppen des EDTA-
Molekiils fiir eine Koordination des Nickelions zur Verfiigung (siche Abbildung 55).
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Abbildung 55: Reaktion von EDTA-MA mit PG: Eine Hydroxygruppe aus dem Polymer kann nukleophil das
Anhydrid 6ffnen. Hierdurch wird EDTA iiber eine Siduregruppe an das Polymer gebunden. Die Atome, welche
fiir eine Koordination des Nickelions zur Verfiigung stehen, sind rot markiert.

Die Untersuchungen zur Anbindung der EDTA erfolgte an PG-Schichten, welche in einer
10%igen Losung von Glycidol (nicht frisch destilliert) in absolutem NMP bei 140 °C an
Aluminiumoberflichen abgeschieden wurden (10 £ 1 nm PG). Die Beschichtung der
Aluminiumoberflichen erfolgte nach dem élteren Verfahren,”® da zu dem Zeitpunkt der
Experimente das optimierte Beschichtungsverfahren, unter Verwendung von reinem
Glycidol, noch nicht entwickelt war. Es ist jedoch anzunehmen, dass die Eigenschaften
der PG-Filme, welche in einer verdiinnten Losung von NMP hergestellt wurden,

vergleichbar mit denen sind, welche in reinem Glycidol polymerisiert wurden.

89



Fir die Funktionalisierung der Oberfliche wurden verschiedene EDTA-MA-
Konzentrationen in einem Bereich von 0.0005 bis 1 % in absolutem N,N-Dimethyl-
formamid (DMF) untersucht. Zur Funktionalisierung wurden die Oberflachen fiir eine

Stunde in der jeweiligen Losung auf 90 °C erhitzt.
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Abbildung 56: IRRA-Spektren von PG-Oberflichen vor (rot) und nach (schwarz) der Funktionalisierung mit
verschiedenen Konzentrationen von EDTA-MA (0.0005 bis 1 Gew.-%). Fiir eine 1%ige EDTA-MA
Konzentration zeigen die Banden bei 1620 und 1735 cm™ eine erfolgreiche Anbindung von EDTA an die
Oberfliche.

Die Oberflichen wurden vor und nach der Umsetzung mit EDTA-MA mittels IRRAS
untersucht (siche Abbildung 56). Neben den Banden des PG (siche Kapitel 3.5.1.) sind
nach der Umsetzung mit EDTA-MA zwei neue Signale bei 1735 und 1620 cm™ in dem
Spektrum der PG-Oberflichen, welche mit der 1%igen Losung behandelt wurden, zu
erkennen. Die Bande 1735 cm™ entspricht der Carbonyl-Streckschwingung des Esters, der
aus der Reaktion des EDTA-MA mit einer Hydroxygruppe des PG resultiert. Die zweite
Bande kann den  Carbonyl-Streckschwingungen der  verbleibenden  drei

Carbonsauregruppen des EDTA zugeordnet werden.

Durch Subtraktion des Spektrums der PG-Schicht von dem Spektrum nach der
Funktionalisierung derselben PG-Schicht werden die Banden auch bei kleineren

Konzentrationen erkennbar (sieche Abbildung 57). Bei der Verwendung einer
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0.0005%igen Losung von EDTA-MA kann mittels IRRAS keine Anbindung von EDTA
detektiert werden. Fiir die hoheren Konzentrationen sind die beiden Banden jedoch gut
sichtbar. Verschiedene Konzentrationen an EDTA sind interessant, da sich hierdurch die
Oberflachendichte an durch Nickelionen aktivierte Bindungsstellen einstellen ldsst. Dies
wiirde eine Kontrolle der Dichte an spezifisch gebundenen His-Tag-markierten Proteinen

erlauben.
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Abbildung 57: IRRA-Differenzspektren von PG-Oberflichen, welche mit verschiedenen Konzentrationen von
EDTA-MA funktionalisiert wurden (sieche Abbildung 56). Das Spektrum der PG-Oberfliche wurde von dem
gemessenen Spektrum nach der Behandlung mit EDTA-MA abgezogen. Die Carbonyl-Streckschwingung bei
1620 und 1735 cm™ zeigt die erfolgreiche Anbindung von EDTA an die Oberfliichen.

Weiterhin wurde die Anbindung von Nickelionen iliber die auf der PG-Oberfldche
immobilisierten EDTA-Einheiten mittels Totalreflexions-Rontgenfluoreszenzanalyse
(TXRF) untersucht. Hierfiir wurden mit Aluminium bedampfte Quarz-Triager mit PG-
beschichtet und mit verschiedenen EDTA-MA-Konzentrationen funktionalisiert. In
Abbildung 58 ist der Verlauf des Nickel-Peaks des Ka-Ubergangs bei 7.47 keV mit
variierender EDTA-MA-Konzentration aufgetragen. Die Zunahme des Nickel Signals bei
steigender EDTA-Konzentration auf der Oberfliche ist gut zu erkennen. Zusétzlich

wurden die Oberflachen fiir 20 Minuten im Ultraschallbad mit Wasser behandelt. Die
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anschliefende Messung zeigt, dass das Signal nur geringfiigig durch die Behandlung
abnimmt. Die Nickelatome sind demnach fest an die Oberfliche gebunden. Die IRRAS-
und TXRF-Messungen zeigen, dass durch die Variation der EDTA-MA-Konzentration
die Menge an EDTA und Nickelionen, welche an die PG-Oberfliche gebunden wird,

kontrolliert werden kann.
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Abbildung 58: Nickel-Signal in den TXRF-Spektren nach Modifizierung der PG-Oberflichen mit verschiedenen
EDTA-Monoanhydrid-Konzentrationen: Mit steigender EDTA-Konzentration auf der Oberfliche steigt auch
die Menge an Nickel, welche gebunden wird (schwarz). Nach Behandlung im Ultraschallbad hat sich die Menge
an Nickel auf der Oberfliche nur geringfiigig gedndert (rot), weswegen davon ausgegangen werden kann, dass
das Nickelion fest an die Oberfliche gebunden ist.

3.5.2.2. Proteinanbindung an die mit EDTA-funktionalisierten
PG-Oberflachen

Die verschiedenen mit EDTA-funktionalisierten Oberflichen sollten weiterhin
hinsichtlich der unspezifischen und spezifischen Anbindung von Proteinen untersucht

werden.

Hierfiir wurden die Oberflachen zunichst in Phosphat gepufferten Salzlésungen (engl.
phosphate buffered saline, PBS) (1 mg/mL) von Bovinem Serumalbumin (BSA) und
v-Globulin inkubiert, um die unspezifische Adsorption dieser Proteine zu untersuchen. Es

wurden sowohl Oberfldchen mit und ohne Nickel-Aktivierung (Inkubation der Oberflache
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in einer 0.1%igen Nickelsulfat-Losung fiir 30 min bei Raumtemperatur) betrachtet. Im
Anschluss wurde die durch die unspezifische Adsorption der Proteine an der
Beschichtung hervorgerufene Schichtdickeninderung ellipsometrisch bestimmt (siche

Abbildung 59).
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Abbildung 59: Biorepulsivitits-Test von PG-EDTA Oberflichen, welche mit verschiedenen Konzentrationen an
EDTA-MA funktionalisiert wurden. Es wurde zum Testen der Biorepulsivitit BSA (A) und y-Globulin (B)
verwendet. Die Biorepulsivitit der Oberfliiche wurde mit und ohne Beladung mit Nickel getestet. Alle
Oberflichen zeigen eine vollstindige Biorepulsivitiit.
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Als Resultat wurde fiir alle Konzentrationen eine leichte Abnahme (< 1 A) der
Schichtdicke gefunden, welche durch das Spiilen der Oberflichen nach dem
Herausnehmen aus den Proteinlosungen erklért werden kann. Alle Oberflaichen weisen
gute biorepulsive Eigenschaften unabhéngig von der Aktivierung mit Nickel oder der

Menge an gebundenem EDTA auf.
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Abbildung 60: Anbindung von 8His-GFP an PG-EDTA Oberflichen, welche mit verschiedenen Konzentrationen
an EDTA-MA funktionalisiert wurden. Es ist nur ein kleiner Anstieg in der Schichtdicke nach der Inkubation
mit dem Protein zu erkennen. Somit wurde nur eine geringe Menge des Proteins an die Oberfliche gebunden.

Zur Untersuchung der spezifischen Anbindung iiber den His-Tag wurde ein mit einem
octa-His-Tag-markiertes, griin fluoreszierendes Protein (SHiS-GFP) (Img/mL) verwendet.
Die Oberfldchen wurden analog in PBS-gepufferte Losungen des Proteins gelegt und die
Schichtdickenzunahme anschlieBend ellipsometrisch bestimmt. Das Ergebnis ist in
Abbildung 60 dargestellt. Fiir alle Oberflichen, welche mit EDTA funktionalisiert
wurden, war eine leichte Zunahme zu erkennen. Die nicht funktionalisierte PG-
Oberflache hingegen wies eine leichte Abnahme auf. Zwischen den Oberflachen, welche
mit verschiedenen Konzentrationen an EDTA-MA funktionalisiert wurden, konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Der Unterschied zwischen der nicht-

funktionalisierten und funktionalisierten Oberfliche betrug maximal 2 A. Das GFP besitzt
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einen Durchmesser von etwa 4 nm168, sodass auch bei einer Oberflache, welche mit einer

hohen Konzentration funktionalisiert wurde, nur wenige Proteine angebunden sind.
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Abbildung 61: SPR-Messung einer mit 0.1%igen EDTA-MA funktionalisierten PG-Oberfliche: Zuniichst
erfolgte die Beladung der EDTA Gruppen mit Nickelionen durch Exposition zu 0.1%iger NiSO4 Losung in
Wasser. Nach dem Wechsel auf PBS-Puffer wurde zunichst GFP ohne His-Tag (1 mg/mL) iiber die Oberfliche
gespiilt, wobei nahezu keine Anbindung erfolgte (a). Anschlieiend wurde *His-GFP (1 mg/mL) injiziert, was zu
einer geringen Anbindung des Proteins fiihrte (b).

Eine Methode, welche sich sehr gut eignet, um Adsorptionsprozesse an Oberflichen zu
untersuchen, ist die Oberflichenplasmonresonanzspektroskopie (SPR) (siehe Kapitel
1.8.4.). Hierbei wurde eine mit einer 0.1%igen Losung von EDTA-MA funktionalisierte
PG-Oberfliche zunichst nur mit GFP ohne His-Tag und anschlieBend mit “His-GFP
behandelt (siehe Abbildung 61). Somit wurde ausschlieBlich der Einfluss des His-Tags

auf die Anbindung des Proteins an die mit Nickelionen beladene Oberfldche betrachtet.

Nach der Aktivierung der Oberfliche mit einer wiassrigen Nickelsulfat-Losung wurde die
Oberflache mit PBS-Puffer gespiilt und GFP ohne His-Tag (I mg/mL) injiziert. Nach
dem Spiilen mit PBS-Puffer fiel das Signal wieder auf die Basislinie ab. Es wurde keine

signifikante Anlagerung des Proteins an die Oberfliche beobachtet, was die

95



Biorepulsivitit der Beschichtung nachweist. Anschliefend wurde *His-GFP (I mg/mL)
iiber die Oberfliche geleitet. Es wurde ein leichter Anstieg des Signals nach dem Spiilen
mit PBS beobachtet, weswegen hier auch nur von einer geringfligigen Anbindung des
Proteins ausgegangen werden muss. Die Ergebnisse der ellipsometrisch und mittels SPR
ermittelten Anbindung von His-Tag-markierten Proteinen an eine Oberflache, auf welcher
Nickelionen mit EDTA immobilisiert wurden, zeigen, dass mit diesem System keine
effiziente Anbindung des His-Tag-markierten Proteins erreicht wird. Dies deutet auf eine
geringere Affinitit des His-Tags zu Nickelionen, welche tiber EDTA an die Oberfliche
gebunden sind, hin. Moglicherweise fiihrt die Koordination des Histidins an ein
Nickelion, welches von EDTA koordiniert ist, zu keinem groflen Energiegewinn,
weswegen hier nur eine schwache Bindung auftritt. Haufig verwendete Chelatoren wie
die Nitrilotriessigsdure (NTA) oder Iminodiessigsdure (IDA) weisen weniger
Bindungsstellen zum Nickel auf,”® wodurch dort mehrere Koordinationsstellen des
Nickelions fiir die Koordination mit Histidinen des His-Tags zur Verfiigung stehen und
der Komplex stabilisiert wird (Chelat-Effekt). Ein His-Tag markiertes Protein wird

aufgrund der Stabilisierung starker an die Oberfliche gebunden.

3.5.3. Untersuchungen zur spezifischen Anbindung von Proteinen

iiber ein Nitrilotriessigsiure-Derivat

Die Untersuchungen zur Anbindung von His-Tag-markierten Proteinen an eine PG-
Oberfliache, auf welcher Nickelionen mit EDTA immobilisiert wurden, zeigten, dass sich
dieses System nicht zur Anbindung His-Tag markierter Proteine eignet. In der Literatur
werden Derivate der Nitrilotriessigsdure (NTA) vielfach fiir die Anbindung von His-Tag
markierten Proteinen verwendet.*”***® AuBerdem kénnen multivalente Verbindungen
eingesetzt werden, um His-Tag Proteine mit hoherer Affinitit zu binden. Fiir diese
Verbindungen, in denen mehrere NTA-Gruppen miteinander verkniipft sind, steigt die
Stabilitdt des Komplexes mit dem His-Tag mit zunehmender Anzahl an NTA-Gruppen
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Héufig werden unsymmetrisch funktionalisierte Verbindungen, welche mehrere NTA-

Gruppen und einen Linker zur Anbindung des Molekiils aufweisen, verwendet.'® !
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Diese NTA-Derivate erfordern jedoch zur Herstellung einen erhdhten synthetischen
Aufwand. Da ein Vorgehensziel dieses Projektes die Entwicklung eines moglichst
einfachen und kostengiinstigen Systems war, sollte das symmetrische, multivalente NTA-
Derivat 9 hergestellt werden, welches analog zu der Funktionalisierung von PG mit
EDTA leicht iiber die Aktivierung einer Sduregruppe an die PG-Oberfliche angebunden
werden soll. Aufgrund des symmetrischen Aufbaus des Molekiils ldsst sich dieses unter

geringerem synthetischen Aufwand herstellen.

Durch Zugabe eines Aquivalentes eines Aktivierungsreagenzes soll eine Siuregruppe von
Verbindung 9 aktiviert und das Molekiill hierdurch an die PG-Oberfliche gebunden
werden. Somit wiirden drei weitere NTA-Gruppen fiir eine Anbindung des Proteins zur
Verfligung stehen, wodurch eine erhohte Affinitdt zu His-Tag markierten Proteinen

erreicht werden sollte.

Abbildung 62: Multivalentes NTA-Derivat: Nach Aktivierung einer der Siuregruppen soll die Verbindung 9 an
eine PG-Oberfliche angebunden werden und, nach Koordination mit Nickel, His-Tag markierte Proteine mit
hoher Affinitit binden.
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3.5.3.1. Synthese des multivalenten NTA-Derivates 9

Zur Synthese des NTA-Derivats 9 soll zunichst Verbindung 10 nach Literatur'®
hergestellt werden. AnschlieBend soll das Molekiil 10 mit Cyclen (11) zu dem fert-Butyl-
geschiitzen Derivat 12 umgesetzt werden (sieche Abbildung 63). Nach einer
sdurekatalytischen Abspaltung der tert-Butyl-Gruppen von Verbindung 12 soll das

Zielmolekiil 9 erhalten werden.
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Abbildung 63: Synthese der fert-Butyl-geschiitzten Verbindung 12: Die Verbindung kann ausgehend von
Verbindung 10 und 11 in einer TBTU-vermittelten Reaktion gewonnen werden.

Die Synthese der Verbindung 10 gelang gemiB Literatur.'® AnschlieBend konnte
Verbindung 12 erfolgreich durch die Umsetzung des NTA-Derivates 10 und Cyclen (11)
gewonnen werden. Die Umsetzung erfolgte iiber eine 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethylammoniumtetrafluoridoborat (TBTU)-vermittelte Kupplung in Anlehnung an
Lata ef al..”® Nach siulenchromatographischer Aufreinigung erfolgte die Abspaltung der
tert-Butylgruppen mit TFA”® und das Zielmolekiil 9 wurde erhalten. Die vollstindige

sdulenchromatographische Auftrennung des Gemisches nach der Abspaltung der tert-
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Butylgruppen war nicht moglich. Die Analyse des Rohproduktes mittels HPLC zeigte
mehrere Verbindungen, welche eine dhnliche Retentionszeit aufwiesen, jedoch in ihrer
Masse von dem Produkt 9 verschieden waren. Die Zuordnung der Verbindungen anhand
der Daten aus der massenspektrometrischen Analyse war nicht moglich. Die Isolation der
Verbindung 9 gelang schlieSlich mittels reversed phase HPLC mit Acetonitril/Wasser als
Eluent. Das Produkt 9 konnte massenspektrometrisch eindeutig nachgewiesen werden. Im

Folgenden wird das NTA-Derivat 9 als NTA4Cyclen bezeichnet.

3.5.3.2. Funktionalisierung von PG-Oberfléichen mit NTA,Cyclen

Fiir die Funktionalisierung der PG-Oberfliche wurden Séduregruppen des NTA4Cyclens
mit 1.5 Aquivalenten Oxalylchlorid in absolutem DMF aktiviert. Die 0.17%ige Losung an
NTA4Cyclen wurde mit N, N-Diisopropylethylamin versetzt, auf die mit PG-beschichtete
CNM gegeben und iiber Nacht auf 70 °C geheizt.
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Abbildung 64: IRRA-Spektrum vor und nach der Funktionalisierung der mit PG-beschichteten CNMs mit

NTA,Cyclen: Die Banden bei 1650 und 1740 cm’! zeigen die erfolgreiche Anbindung des NTA-Derivates an die
Oberfliche.

Die Charakterisierung der Oberflichen erfolgte mittels IRRAS wund Rontgen-
photoelektronenspektroskopie (engl. X-ray photoelectron spectroscopy, XPS). Das IRRA-
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Spektrum vor und nach der Funktionalisierung ist in Abbildung 64 dargestellt und zeigt
zwei charakteristische Banden, welche auf eine erfolgreiche Funktionalisierung der PG-
Schicht hinweisen. Hierbei handelt es sich um Amid- bzw. Ester-Streckschwingung bei

1650 cm™ und die Carbonyl-Streckschwingung der Sauregruppen bei 1740 cm™.
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Abbildung 65: XP-Spektrum des C 1s und N 1s-Signals der verschiedenen Funktionalisierungen: Dargestellt
sind die NBPT-CNM(a), anschlieBend mit Polyglycerol-funktionalisierte CNM (b), die mit NTA,Cyclen-
funktionalisierte PG-CNM (c) und die mit NTA,Cyclen-funktionalisierte PG-CNM nach der Koordination von
Nickelionen (d).

Die XP-Spektren der verschieden funktionalisierten Membranen sind in Abbildung 65
gezeigt. Die unbehandelte NBPT-CNM weist ein Signal bei 185.1 eV auf, welche typisch
fiir die C-C Einfachbindungen innerhalb der Nanomembran ist. Im N 1s Spektrum ist der
Peak flir die Aminogruppe, welche sich wihrend des Elektronenbeschusses bei der

Quervernetzung aus der Nitrogruppe bildet, zu erkennen (siche Kapitel 1.2.2.2.). Ein
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Signal der Nitrogruppe ist nicht vorhanden, sodass eine vollstindige Reduktion
angenommen werden kann. Nach der Pfropfung von PG auf die CNM verschwindet der
Peak der Aminogruppe nahezu und starke Signale im C 1s Spektrum bei 285.6 und
286.9 eV, welche den Alkylketten im PG und oxidiertem Kohlenstoff (Ether-Gruppen)
zugeordnet werden konnen, erscheinen. Schwache Signale bei 287.7 und 289.3 eV

konnen iiberoxidierten Kohlenstoffspezies (Carbonyl-Gruppen) zugeordnet werden.

a) b)
vor der Beladung mit
1 Nickel i

B

nach der Beladung
| mit Nickel

el g L e

nach dem Waschen
mit EDTA

relative Intensitat

P PR

nach dem erneuten
Beladen mit Nickel

Sl

890 880 870 860 850 890 880 870 860 850
Bindungsenergie / eV
Abbildung 66: Ni 2p-Signal eines Beladungstests einer PG-CNM mit Nickel (a) und einer mit NTAcyclen

funktionalisierten PG-CNM (b): Im Gegensatz zu der nicht funktionalisierten Membran kann die mit
NTA,Cyclen funktionalisierte Oberfliche reversibel Nickel koordinieren.

Nach der Funktionalisierung der PG-Oberfliche mit NTA4Cyclen ist ein neues
Kohlenstoffsignal bei 288.7 eV zu erkennen, welches aus den vier Amid-Gruppen

resultiert. AuBerdem ist eine Zunahme des Carbonylkohlenstoffsignals bei 289.6 eV
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ersichtlich. Ausschlaggebend fiir eine erfolgreiche Funktionalisierung ist das starke
Stickstoffsignal bei 401.0 eV, welches dem Amid-Stickstoff und dem tertidren Amin
zugeordnet werden kann. Ein kleines Stickstoffsignal bei 402.4 eV wird durch
protonierten Stickstoff erzeugt. Eine Anbindung des NTA4Cyclens wurde somit auch

mittels XPS nachgewiesen.

Durch die erfolgreiche Anbindung des NTA4Cyclen sollte auch das Beladen der
Oberfliche mit Nickelionen moglich sein. Hierzu wurde die Oberfliche in einer
Nickelsulfatlosung inkubiert. Die Koordination des Nickelions fiihrt zu einer leichten
Verschiebung des Stickstoffsignals zu hoheren Energien (siche Abbildung 65, c/d) und es
tritt ein Ni 2p-Signal im Spektrum auf. Durch Waschen der Oberfliche mit einer
wissrigen EDTA-Losung kann das Nickelion wieder aus dem Komplex entfernt werden.
AnschlieBend ist ein erneutes Beladen der Oberfliche moglich (siehe Abbildung 66, b).
Eine nur mit PG-beschichtete CNM bindet in keinem Fall Nickel (siche Abbildung 66, a).
Mittels XPS konnte somit gezeigt werden, dass die mit den NTA4Cyclen

funktionalisierten Oberflachen reversibel Nickel koordinieren.

3.5.3.3. Proteinanbindung an die mit NTA4Cyclen-

funktionalisierten PG-Oberfléichen

Die mit Nickel beladenen NTA-Einheiten auf der Oberfliache sollten His-Tag markierte
Proteine selektiv binden, weswegen deren Anbindung mittels SPR-Spektroskopie

untersucht wurde.

Das Experiment wurde in HEPES-Puffer durchgefiihrt. Zunidchst wurden die NTA-
Gruppen an der Oberfliche mit Nickelionen beladen. AnschlieBend wurde BSA
(1 mg/mL) tiber die Oberfliche geleitet, um die unspezifische Bindung von Proteinen zu
untersuchen. Der dauerhafte Anstieg nach der Injektion zeigt, dass BSA an der
Oberflache gebunden hat. Dies ist nicht verwunderlich, da viele Aminosduren eine
gewisse Affinitdt zu Nickelionen aufweisen. In der Affinitdtschromatographie wird aus
diesem Grund hiufig eine geringe Menge an Imidazol hinzugesetzt oder bei hohen
Salzkonzentrationen gearbeitet.”” Bei der anschlieBenden Exposition zu *His-GFP

(1 mg/mL) bindet jedoch deutlich mehr Protein an der Oberflédche, was durch die gréBere

102



Affinitit des *His-GFP zu dem Ni-NTA-Komplex erklirt werden kann. AuBerdem sollte

das His-Tag markierte Protein schwach gebundenes BSA aus dem Komplex verdrangen.

) SHis-GEP Imidazol
6.5- | b

6.0 1

55 BSA

1 Niso, ' b
5.0 |

| ‘ r—“ } c
45 ~

4.0 ~

3.5 1

3.0 1

[e—>|

relative Intensitat
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Abbildung 67: SPR-Messung einer mit NTA,Cyclen funktionalisierten PG-CNM-Oberfliche: Zunichst erfolgte
die Beladung der Oberfliche mit Nickelionen durch Injektion einer 0.1%igen NiSO, Losung in HEPES-Puffer.
AnschlieBend wurde BSA (1 mg/mL) iiber die Oberfliche gespiilt, wobei etwas Protein unspezifisch gebunden
wird (a). Die anschliefende Injektion von *His-GFP (1 mg/mL) fiihrt jedoch zu einer deutlich stirkeren Bindung
des Proteins an die Oberfliiche (b). Mit Imidazol (100 mM) kann ein Teil des *His-GFP von der Oberfliche gelost
werden. Es verbleiben etwa 40 % der Proteine BSA oder *His-GFP auf der Oberfliche (c).

Vergleicht man die Groe der beiden Proteine, stellt man zudem fest, dass die
Anlagerung eines BSA-Molekiils zu einer deutlich groBeren Signaldnderung, verglichen
mit einem GFP-Molekiil fiihren sollte. BSA kann als Rotationsellipsoid mit einer Grof3e
von 4 nm x 4 nm x 14 nm betrachtet werden,'”* wohingegen GFP nur etwa 3 nm x 3 nm x
4 nm,'® also nur etwa ein Viertel so grof} ist. AnschlieBend erfolgte die Injektion von
Imidazol (100 mM). Dies fiihrte zu einem direkten Abfall des Signals. Imidazol 16st
spezifisch Proteine aus dem His-Tag-Ni-NTA-Komplex, weswegen davon auszugehen
ist, dass vornehmlich 8His-GFP von der Oberfliche entfernt wurde. AuBerdem sollte
®His-GFP, das BSA, welches moglicherweise zuvor an den Ni-NTA-Komplex gebunden
hat, aus dem Komplex verdridngt haben. So wurden mindestens 60 % des angebundenen
*His-GFP aus dem Komplex geldst. Dies zeigt, dass die Anbindung zumindest eines Teils

des *His-GFP spezifisch iiber den His-Tag erfolgte. Unter Umstinden kam es jedoch zur
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unspezifischen Adsorption an defekten Stellen in der PG-Schicht durch BSA oder *His-
GFP, weswegen das Signal nicht wieder auf dieselbe Hohe wie vor der Injektion der

beiden Proteine abfallt.

3.5.3.4. TEM-Untersuchungen der mit NTA,Cyclen
funktionalisierten PG-CNM

Die zuvor mittels SPR-Spektroskopie gezeigte Eigenschaft der préferierten Anbindung
His-Tag markierter Proteine an die mit NTA4Cyclen funktionalisierten PG-CNM sollte
im TEM-Experiment gezeigt werden. Hierzu wurde eine eins-zu-eins-Mischung der
Testproteine Komplex I (mit His-Tag) und GroEL (ohne His-Tag) verwendet. Die
Diskriminierung der Proteine aufgrund des His-Tags soll Aufschluss iiber die

Funktionalitdt der Membran im TEM-Experiment geben.

Komplex |

GroEL

Abbildung 68: Eins-zu-eins-Mischung von Komplex I (L -formig, mit His-Tag) und GroEL (rund, ohne His-Tag)
in Negativkontrastierung (mit Uranylacetat) auf einem kontinuierlichen Kohlenstofffilm.

Zunichst wurde eine Probe mit Negativkontrastierung bei Raumtemperatur als Kontrolle
auf einen kontinuierlichen Kohlenstofffilm prépariert. In den TEM-Aufnahmen sind beide
Proteine gut erkennbar (siche Abbildung 68). AnschlieBend wurden analog mit NTA4-
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Cyclen funktionalisierte und mit Nickelionen aktivierte PG-CNMs zur Probenpriparation
verwendet (sieche Abbildung 69). Neben den Proteinen ist hier eine Vielzahl an
verschieden groflen, runden, hellen Bereichen zu erkennen, die nicht den Proteinen
zugeordnet werden konnen. Da diese auf dem kontinuierlichen Kohlenstofffilm nicht zu
erkennen waren, miissen diese von der Membran oder der Membran in Verbindung mit
der Negativkontrastierung mit Uranylacetat herriihren. Ein Grund fiir das Auftreten der
Bereiche wurde nicht gefunden, in jedem Fall fiihren sie jedoch dazu, dass eine
quantitative Auswertung der Proteinverteilung aus den erhaltenen TEM-Aufnahmen auf

diesem Weg nicht moglich ist.

Abbildung 69: Eins-zu-eins-Mischung von Komplex I und GroEL in Negativkontrastierung (mit Uranylacetat)
auf einer mit NTA,Cyclen funktionalisierten und mit Nickelionen aktivierten PG-CNM. Vermutlich erscheint
die Membran aufgrund der Negativkontrastierung fleckig. Eine Auswertung der Verteilung der Proteine auf
den erhaltenen Aufnahmen ist nicht méglich.

Da in dem vorherigen Experiment vermutet wurde, dass die Negativkontrastierung in
Kombination mit der Membran problematisch ist, wurden Kryo-Proben préipariert,
wodurch auf eine Negativkontrastierung verzichtet werden kann. Auch hier war ein
erhohter Hintergrund festzustellen, wodurch die Proteine nur schwer zu erkennen sind
(siche Abbildung 70). Allerdings ist in diesem Fall eine Auswertung der Proteinverteilung
durch ein computerunterstiitztes Verfahren mdoglich. Die Partikel wurden auf 73
Aufnahmen mit einem halbautomatisierten Verfahren anhand der bekannten 2D-Klassen

der Proteine mithilfe des Programms ,,RELION* analysiert. Bilder von Partikeln, welche
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keiner der 2D-Klassen der Proteine zugeordnet werden konnten, wurden verworfen. Die
Analyse der TEM-Daten ergab im Durchschnitt iiber die 73 ausgewerteten Bilder, dass
pro Bild etwa 16 Partikel Komplex I und weniger als ein Partikel GroEL gefunden
wurden. Das Experiment zeigt eine deutliche Anreicherung des Komplex I um das
27-fache gegeniiber GroEL. Die dreidimensionale Struktur des Proteins konnte aus 1786
Partikeln mit einer Auflosung von 17.8 A berechnen werden (Abbildung 70, D). Anhand
der Daten gibt es keinen Hinweis fiir eine Vorzugsorientierung der Proteine auf der

funktionalisierten Nanomembran.

Abbildung 70: A) Kryo-TEM Aufnahme einer NTA,Cyclen-funktionalisierten und mit Nickelionen aktivierten
PG-CNM nach Exposition zu einer eins-zu-eins-Mischung von His-Tag markiertem Komplex I und GroEL
(ohne His-Tag): Aufgrund eines starken Hintergrundes sind die Proteine nur schwer zu erkennen. Eine
computerunterstiitzte Analyse ermdoglicht eine Auswertung der Verteilung der Proteine auf den Aufnahmen. Das
Ergebnis zeigt, dass deutlich mehr Komplex I (mit His-Tag) als GroEL (ohne His-Tag) auf der Membran fixiert
wurde. B) Repriisentative 2D-Klassen des Komplex I aus der computerunterstiitzten Auswertung. C)
Reprisentative 2D-Klasse von GroEL. D) 3D-Dichteverteilung des Komplex I.

Die Daten aus dem TEM-Experiment decken sich mit den Ergebnissen aus dem SPR-
Experiment. Die mit PG und NTA4Cyclen funktionalisierten Membranen ermdglichen
eine deutliche bevorzugte Anlagerung His-Tag markierter Proteine an die Membranen,
auch wenn das Auftreten anderer Biomolekiile nicht vollstindig unterdriickt werden kann.
In jedem Fall konnen die Membranen Anwendung in der Probenpriparation von
Proteinen finden, welche nicht oder nur unter sehr groBem Aufwand in der notwendigen
hohen Reinheit erhalten werden konnen. AuBerdem fiihrt die gleichmaBige
Funktionalisierung der PG-Schicht mit NTA4Cyclen auch zu einer homogenen Verteilung

der Proteine auf der Membran.
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3.5.4. Schlussfolgerungen

In diesem Projekt konnte gezeigt werden, dass amino-terminierte CNMs durch Erhitzen
in reinem, frisch destilliertem Glycidol mit einer Nanometer dicken PG-Schicht
biorepulsiv funktionalisiert werden konnen. Ein in Anlehnung an die Beschichtung
oxidischer Oberflichen untersuchtes Beschichtungverfahren,®® welches eine 10%ige
Losung von Glycidol in absolutem NMP vorsieht, hat sich fiir die Funktionalisierung von
CNMs aufgrund langer Reaktionszeiten und damit einhergehend einer starken Oxidation
des Polymers nicht bewihrt. Die Verwendung reinen, frisch destillierten Glycidols zur
Beschichtung ermoglicht die Herstellung von PG-Schichten auf Amino-terminierten
CNMs mit einer Dicke > 6 nm in zweli bis drei Stunden Reaktionszeit bei 140 °C, welche

eine ausreichende Biorepulsivitdt aufweisen.

Die Untersuchung der spezifischen Anbindung von His-Tag markierten Proteinen an eine
biorepulsive PG-Schicht liber an diese angebundenes EDTA oder NTA4-Cyclen zeigte,
dass sich immobilisiertes EDTA nicht zur Anbindung von His-Tag-markierten Proteinen
eignet. EDTA und NTA4-Cyclen konnten jeweils iiber eine ihrer Sduregruppen an die
PG-Oberfliche angebunden werden. Zwar konnte gezeigt werden, dass sich sowohl die
mit EDTA als auch NTAy-Cyclen-funktionalisierten Oberflichen zur Immobilisierung
von Nickelionen eignen, jedoch zeigten SPR-spektroskopische Untersuchungen, dass der

EDTA-Nickel-Komplex His-Tag Proteine nicht mit ausreichender Affinitét bindet.

Hieraus entstand die Hypothese, dass lokal mehrere Nickel-Ionen mit freien
Koordinationsstellen fiir die ausreichend starke Bindung His-Tag markierter Proteine
bendtigt werden. Sowohl SPR-spektroskopisch als auch im Kryo-TEM-Experiment
konnte gezeigt werden, dass eine mit PG beschichtete und mit NTA4-Cyclen
funktionalisierte CNMs selektiv His-Tag markierte Proteine bindet. Das Kryo-TEM-
Experiment zeigte, dass eine derartig funktionalisierte CNMs das His-Tag markierte
Protein 27-fach aus einer 1:1-Mischung eines His-Tag markierten und eines unmarkierten

Proteins anreichert.

Die aus dem Kryo-TEM-Experiment erhaltenen mikroskopischen Aufnahmen erlaubten

die Berechnung der dreidimensionalen Struktur des His-Tag markierten Proteins.
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3.5.5. Experimentelles

Materialien

Silicium(100)-Wafer (Wacker Chemie AG) und TXRF-Triger aus poliertem Quarzglas
(Bruker Corporation) wurden mit Aluminium bedampft (Aufdampfrate 1.5 — 2.5 A/s;

Pfeiffer Vacuum Classic 50), bis eine Schichtdicke von 200 nm erreicht war.

Kommerziell erworbene Losungsmittel wurden destillativ aufgereinigt.
N-Methylpyrrolidon (NMP) und N, N-Dimethylformamid (DMF) wurden iiber
Calciumhydrid getrocknet, dekantiert und anschlieBend destilliert. Glycidol wurde durch
fraktionierte Destillation (12 - 13 mbar; 50 - 55 °C) von Wasser und Verunreinigungen

befreit.

Die fiir die Proteintests verwendeten Proteine wurden bei Sigma-Aldrich erworben. Die
Proteine wurden in PBS (pH = 7.4) gelost (1 mg/mL). Die zehnfach konzentrierte PBS-
Losung wurde aus 80.0 g NaCl, 2.0 g KCI, 14.4 g Na,HPO, - H,O und 2.4 g KH,PO, in
1 L Millipore-Wasser angesetzt und fiir die Anwendung jeweils mit der neunfachen

Menge Millipore-Wasser verdiinnt.

Die Nickelsulfat-Losung wurde mit Ni(I[)SO4 (0.1 Gew.-%) in Millipore-Wasser

angesetzt.
Ellipsometrie

Zur Bestimmung von Schichtdicken sowie Substratparametern von Gold wurden
Ellipsometrie-Messungen an einem Sentech Ellipsometer (SE400) durchgefiihrt. Der
Laserstrahl mit der Wellenldnge 632.8 nm fiel unter einem Winkel von 70° auf die Probe.
Folgende Parameter wurden fiir die Bestimmung der Schichtdicken verwendet:
Aluminium: n = 1.490, k = 7.340; Aluminiumoxid: n = 1.620, k = 0.000; Aliphatische
organische Schichten: n = 1.450 k = 0.000; Proteine: n = 1.450, k = 0.000.

IRRAS

IRRAS-Messungen wurden an einem Nicolet 6700 FT-IR-Spektrometer aufgenommen.
Es wurde ein MCT-Detektor verwendet. Der Innenraum des Spektrometers wurde mit

trockener und CO,-freier Luft gespiilt. Fiir jedes abgebildete Spektrum wurden zwei
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Spektren mit jeweils 256 Scans aufgenommen und die beiden so gewonnenen Spektren

anschlieend gemittelt.
SPR

Es wurde ein Multiskop der Firma Optrel verwendet. Als Lichtquelle diente ein Dioden-
Laser mit einer Wellenldnge von 785 nm (Thorlabs, SIFC785). Es wurde ein 60°-Prisma
(Edmund Optics) aus Flint-Glas (n = 1.785) verwendet. Als Immersionsfliissigkeit diente
1,2-Diiodbenzol (n = 1.718).

Die verwendete Flusszelle wurde aus PDMS gefertigt. Thre Herstellung erfolgt {iber
Polymerisation von Dimethylsiloxan in einer Petrischale mit Hilfe einer
Edelstahlgussform. Das Gemisch aus 10 Teilen PDMS-Priapolymer (SYLGARD® 184
Silicone Elastomer, Dow Corning Corp.) und 1 Teil Vernetzer (SYLGARD® 184 curing
agent, Dow Corning Corp.) wurde bei 65 °C iiber mehrere Stunden ausgehirtet. Die Zelle

wurde zugeschnitten und anschlieend {iber Nacht in Ethanol gereinigt.

Die Messungen wurden bei einer Flussgeschwindigkeit von 6 mL/h durchgefiihrt. Zu
Beginn jedes Anbindungstests wurde mit dem jeweiligen Losemittel dquilibriert. Die
Inkubation mit der Proteinldsung (1 mg/mL) erfolgte durch Injektion der Proteinlosung
(1 mL) mittels einer Injektionsschleife (Rheodyne Valve 7125 Injector). Anschlieend
wurde die Oberfliche mit Phosphatpuffer gespiilt, bis keine Anderung in der Intensitit

des aufgenommenen Signals mehr zu erkennen war.
Beschichtung von Aluminium mit PG

Mit Aluminium bedampfte Silicium-Wafer, in 1 x 2 cm grofle Stiicke gebrochen, oder
TXRF-Triger wurden zur Beschichtung verwendet. Die Substrate wurden im Sauerstoff-
Plasma (0.4 — 0.6 mbar, 2 min) gereinigt. Die Dicke der Aluminiumoxid-Schicht wurde
mittels Ellipsometrie bestimmt. Anschliefend wurden die Substrate unter Argon in PTFE-
Schraubgefdlen mit einer Losung von absolutem Glycidol in absolutem NMP
(10 Gew.-%) bedeckt und auf 140 °C fiir 6 Stunden geheizt. Nach beendeter Reaktion
wurden die Substrate im geschlossenen PTFE-Gefd3 auf Raumtemperatur abgekiihlt, mit
Millipore-Wasser gespiilt, fiir 10 min im Ultraschallbad behandelt und im Stickstoff-

strom getrocknet.
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EDTA-Funktionalisierung

Mit Polyglycerol beschichtete Substrate wurden in Losungen von EDTA-Monoanhydrid
in absolutem DMF mit den Konzentrationen 0.01 %; 0.005 %; 0.0025 %, 0.001 %,
0.0005 % und 1 % unter Argon fiir eine Stunde bei 90 °C erhitzt. AnschlieBend wurden
die Substrate mit Ethanol gespiilt, in Millipore-Wasser im Ultraschallbad fiir 10 Minuten
behandelt und im Stickstoff-Strom getrocknet.

Spezifische und unspezifische Protein-Adsorptionstests mittels Ellipsometrie

Es wurden Protein-Adsorptionstests an mit Nickelionen beladenen sowie Nickel-freien
Substraten durchgefiihrt. Zum Beladen der entsprechenden Substrate mit Nickel wurden
diese in einer 0.1%igen Nickelsulfat-Losung fiir 30 min bei Raumtemperatur eingelegt,

mit Millipore-Wasser gespiilt und im Stickstoff-Strom getrocknet.

Zur Untersuchung der Proteinadsorption wurden die Substrate in 30 mL PBS fiir zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Spiilen mit Millipore-Wasser und Trocknen
im Stickstoff-Strom wurde die gemeinsame Dicke der organischen Schicht aus
Polyglycerol und EDTA bestimmt. Die Substrate wurden in den jeweiligen
Proteinlosungen in PBS (1 mg/mL) fiir weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Dicke der organischen Schicht wurde nochmals mittels Ellipsometrie bestimmt und

die Differenz zur vorherigen Messung errechnet.
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Veroffentlichung

Die Ergebnisse des Kapitels 3.5 werden kurzfristig verdffentlicht. Weitere Informationen
und experimentelle Details konnen der Veroffentlichung bzw. der zugehorigen supporting

information entnommen werden.

111



112



4. Bearbeitete Projekte: Mehrkomponenten Strukturierung von

Kohlenstoffnanomembranen mittels Laserablation

Neben der Herstellung homogen funktionalisierter, kontinuierlicher Nanomembranen sind
ebenfalls strukturierte Membranen von Interesse, da sie zweidimensionale Anordnungen

37175 Die  Gesamtheit der

von Biomolekiilen auf dem Trégerfilm ermdglichen.
Biomolekiile kann beispielsweise als Modell fiir eine Zellmembran oder Zelloberflache

dienen.

Kohlenstoffnanomembranen, welche durch die Quervernetzung von SAMs erhalten

175 1o
> Fiir

werden, eignen sich als Tragerfilm fiir derartige Anordnungen von Biomolekiilen.
die Strukturierung von SAMs ist eine Vielzahl an Methoden beschrieben.'”®'®" Die
direkte Laserstrukturierung (engl. direct laser pattering, DLP) ermdglicht die effiziente

Herstellung Zentimeter groBer Flichen mit Strukturen im Mikrometerbereich.'’®!7*:1#!

Im Rahmen dieses Projekts wurden SAMs mittels DLP strukturiert und anschliefend
durch Bestrahlung mit Elektronen quervernetzt. Hierdurch werden Membranen erhalten,
die Muster aufweisen, in denen die chemischen und physikalischen Eigenschaften
variieren. Die strukturierten Membranen konnten anschlieBend auf verschiedene

Substrate transferiert werden.

4.1. Herstellung strukturierter CNMs mittels DLLP

Die Herstellung der strukturierten CNMs ist schematisch in Abbildung 71 dargestellt. Fiir
die Herstellung der Oberflichen wird zunédchst ein SAM auf einer Goldoberfliche
abgeschieden. AnschlieBend wird mithilfe eines hochenergetischen, gepulsten
Laserstrahls (6 ns Puls, 50 kHz Pulsrate) die Oberfliche entlang eines Musters
abgefahren. Der Laser besitzt eine Wellenldnge von 532 nm, welche primér nicht von den
Molekiilen der SAM absorbiert wird. Stattdessen wird die Energie des Lasers von der
Goldoberfliache absorbiert, wodurch sich diese autheizt. Dies fiihrt zur lokalen Desorption
der SAM-bildenden Molekiile von der Goldoberfliche, wodurch ein Freiraummuster,

eingegrenzt von den Molekiilen der SAM, entsteht.
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Abbildung 71: Herstellung einer strukturierten CNM mittels DLP: Mithilfe eines gepulsten Laserstrahls werden
Molekiile entlang eines Muster thermisch von der Oberfliiche desorbiert (A). Daraus resultieren Liicken im
SAM, welche anschlieffend mit einem anderen SAM-bildenden Molekiil aufgefiillt werden kénnen (B). Die
strukturierte SAM wird abschlieBend mit Elektronen bestrahlt (C). Hierdurch quervernetzen die einzelnen
aromatischen Molekiile und es entsteht eine strukturierte Nanomembran (D).28

Das Freiraummuster kann anschlieBend mit einem weiteren SAM-bildenden Molekiil
aufgefiillt werden. AbschlieBend wird die erhaltene SAM durch Elektronenbestrahlung
quervernetzt, um eine Nanomembran zu erhalten. Die strukturierte SAM muss sich im
letzten Schritt durch Bestrahlung mit Elektronen zu einer CNM quervernetzen lassen,
weswegen prinzipiell nur aromatische Molekiile verwendet werden kénnen.”” Durch die
Quervernetzung konnen auch weitere Veranderungen der Molekiile induziert werden. Die
Bestrahlung einer NBPT-SAM fiihrt beispielsweise zu einer Reduktion von Nitrogruppen

zu Aminogruppen (siche Abbildung 5).'™

Fir die Herstellung der CNMs wurden 1,1-Biphenyl-4-thiol (BPT), [1",4'1',1]-
Terphenyl-4-thiol (TPT), Naphthalen-2-thiol (NPT) und 4'-Nitro-1,1'-biphenyl-4-thiol
(NBPT)183 verwendet (siche Abbildung 72).

114



7y

Y
“ o

i

BPT TPT NBPT NPT

£330
344

a%a®;

Abbildung 72: Zum Aufbau der strukturierten CNMs verwendete Molekiile: 1,1‘-Biphenyl-4-thiol (BPT),
[1",4',1',1]-Terphenyl-4-thiol (TPT), Naphthalen-2-thiol (NPT) und 4'-Nitro-1,1'-biphenyl-4-thiol (NBPT).2®

Mehrmaliges Laserstrukturieren gefolgt von Einlegen in Losungen verschiedener SAM-
bildender Molekiile, ermoglicht den Einbau mehrerer Funktionalititen in die Membran.
Abschlieend erfolgt die Bestrahlung der Oberfliche mit Elektronen, wodurch die
einzelnen Molekiile vernetzt und eine CNM gebildet wird. Diese kann von dem Gold

abgelost und auf ein beliebiges Substrat iibertragen werden.
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Abbildung 73: Austausch einer BPT-SAM durch NBPT-Molekiile: Wird eine unbehandelte BPT-SAM in eine
Losung von NBPT gelegt, ist im XP-Spektrum kein N 1s Signal zu erkennen, es erfolgt demnach kein Austausch
(A). Wurden die BPT-SAM dahingegen mittels DLS behandelt, ist ein deutliches Stickstoffsignal durch den
Einbau von NBPT zu erkennen.?®

Um zu zeigen, dass ein Austausch ausschlieBlich nach einer Behandlung der SAM mittels
DLS ablauft, wurden eine zuvor strukturierte und eine unbehandelte BPT-SAM in eine

NBPT Losung eingelegt und anschlieBend mit XPS charakterisiert (siche Abbildung 73).
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Im XPS-Spektrum der unbehandelten BPT-SAM ist nach dem Einlegen in eine NBPT-
Losung kein Stickstoffsignal zu erkennen. Folglich wird kein NBPT in die Monolage
eingebaut. Im Gegensatz dazu erscheint bei der strukturierten BPT-SAM ein deutliches
Stickstoffsignal, was dafiir spricht, dass NBPT-Molekiile die Freirdume in der Monolage
gefiillt haben. Demnach findet ein Austausch von Molekiilen an der Oberfldche mit denen
in Losung unter den Bedingungen, welche zum Befiillen des Freiraumusters mit einem

SAM-bildenden Molekiil angewendet werden, nicht statt.

Abbildung 74: REM und HIM-mikroskopische Aufnahmen einer strukturierten SAM und CNM: HIM-
Aufnahme einer SAM (A) und der daraus durch Elektronenbestrahlung hergestellten CNM (B). SEM-
Aufnahme der CNM (C).”

Helium-Ionen-Mikroskopie (HIM) und Rasterelektronenmikroskopie (REM) eignen sich
zur Untersuchung von strukturierten SAMs."**'®® Die hergestellten SAMs und CNMs
wurden mittels REM und HIM untersucht (siche Abbildung 74). In der HIM Aufnahme
der strukturierten SAM sind die hellen und dunklen Bereiche, welche den verschiedenen
Molekiilen (BPT, TPT) zugeordnet werden konnen, gut zu erkennen. Die Aufnahme der
daraus hergestellten CNM zeigt, dass auch hier die Struktur erhalten geblieben ist. Auch
in der REM Aufnahme fiihren die unterschiedlichen Kettenldngen der Molekiile zu einem
Kontrast und sind gut zu erkennen. Um zu zeigen, dass der Kontrast nicht auf einer
Verdanderung der Goldoberfliche durch das DLP beruht, wurden die Membranen auf
andere Substrate transferiert und erneut mikroskopiert (siche Abbildung 75). Bei dem
Transfer auf eine Goldoberfliche ist in einer lichtmikroskopischen Aufnahme die
unterschiedliche Benetzung der strukturierten Bereiche mit Wasser zu erkennen. Die

Nitrogruppen der mit NBPT-funktionalisierten Bereiche werden zu Aminogruppen

116



reduziert und sind somit hydrophil. Die vernetzten BPT-Bereiche verhalten sich
hydrophob. Auch in HIM und TEM-Aufnahmen sind die Strukturen nach dem Transfer

auf Siliziumsubstrate gut zu erkennen.

Abbildung 75: Strukturierte CNMs nach dem Transfer auf verschiedene Substrate: Die in A-C gezeigte
Membran wurde durch die Vernetzung einer NBPT-SAM, welche mit BPT strukturiert wurde, hergestellt.
Durch die Quervernetzung wird die Nitrogruppe von NBPT zu einer Aminogruppe reduziert (ABPT). Auf einem
Goldsubstrat ist die Strukturierung durch eine unterschiedliche Benetzung der Oberfliche mit Wasser sichtbar
(A). SEM (B) und HIM (C) Aufnahme der strukturierten CNM. Transferierte CNMs, welche durch die
Quervernetzung einer SAM erhalten wurde, welche mit drei verschiedenen SAM-bildenden Molekiilen
strukturiert wurde.”®

Eine mehrfach strukturierte CNM ist in Abbildung 75, d) gezeigt. Hier wurden eine BPT,
NPT, TPT strukturierte SAM durch mehrfache DLS und anschlieBendem Austausch mit
dem SAM-Bildner hergestellt. Die abschlieBende Quervernetzung fiihrt zu einer mehrfach
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strukturierten Membran. Dies zeigt die vielfachen Variationsmoglichkeiten, welche durch

die Strukturierung von Nanomembranen mittels DLS mdglich sind.

4.2. Schlussfolgerungen

Im Rahmen dieses Projektes konnte gezeigt werden, dass mit DLP strukturierte SAMs zur
Herstellung  strukturierter CNMs verwendet werden konnen. Die nach der
Laserstrukturierung und dem anschlieBenden Auffiillen der bestrahlten Bereiche mit
geeigneten SAM-bildenden Molekiilen erhaltene SAM kann durch Bestrahlung mit
Elektronen quervernetzt werden. Die nach der Elektronenbestrahlung erhaltenen
strukturierten Nanomembranen konnen auf verschiedene Substrate transferiert werden.
Die hergestellten Strukturen konnen mittels Lichtmikroskopie, SEM und HIM
charakterisiert werden. Die Methode ermoglicht die Herstellung von beliebig
strukturierten CNMs mit biologisch relevanten zentimetergroen Bereichen mit
Mikrometerstrukturen. Das entwickelte Verfahren soll als Grundlage fiir die zukiinftige

Entwicklung einfacher Modellmembranen zur Nachahmung biologischer Systeme dienen.
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5. Bearbeitete Projekte: DMAP-vermittelte Ligationsstrategie zur
Modifizierung des bakteriellen Lektins FimH

Zum Verstindnis biologischer Prozesse sind Substrat-Protein-Interaktionen wichtig,
wofiir die Kenntnis der Struktur von Proteinen, insbesondere deren Bindungstaschen, von
Bedeutung ist. Die Oberfliche eukaryotischer Zellen exponiert in das umgebende
Medium Kohlenhydrate, deren Gesamtheit als Glykokalyx bezeichnet wird. Primére
Interaktionen von Bakterien mit eukaryontischen Zellen verlaufen meist iiber die
Adhésion von Kohlenhydrat-bindenden Proteinen, sogenannten Lektinen, an die
Kohlenhydrat-oberfliche. AuBerdem werden diverse Interaktionen von Bakterien

untereinander durch Wechselwirkungen der Glykokalyx mit Lektinen reguliert.'®!*°

Die Oberflidche eines Bakteriums ist dicht besetzt mit ldnglichen Organellen, sogenannten
Fimbrien. Typ-1-Fimbrien sind Organelle, welche von FE.coli und anderen
Enterobakterien gebildet werden. Typ-1-Fimbrien sind aus einer Vielzahl verschiedener
Proteine, den Fim-Proteinen, aufgebaut. Hauptsachlich bestehen die ldnglichen Fimbrien,
an deren Spitze das Lektin FimH sitzt, aus FimA-Untereinheiten. FimH besteht aus 279
Aminosduren und ist fiir die Erkennung von Kohlenhydraten von Bedeutung, da es
spezifisch a-D-Mannoside bindet. Bei den uropathogenen E.coli Bakterien wurde gezeigt,
dass die Bindung von FimH an Mannose-Oligosaccharide eine entscheidende Rolle in der

Besiedelung von Blasengewebe und bei der Entstehung von Krankheiten spielt.'"'**

Ein Verstindnis der Faktoren fiir die spezifische bakterielle Adhédsion ist gerade in Zeiten
von multiresistenten Keimen wichtig, um neue Strategien fiir die Bekdmpfung

bakterieller Infektionen zu entwickeln.

5.1. Untersuchung der DMAP-vermittelten Ligation anhand einer

FimH Modelloberfliche

Die Arbeitsgruppe Lindhorst (Universitit Kiel) verwendet das Lektin FimH als
Modellsystem zur Untersuchung bakterieller Adhdsion. Ein Aspekt, der untersucht wird,

ist die selektive Markierung einer a-D-Mannosid-Bindungstasche mit einem
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Photoschalter. Hierdurch soll es moglich sein, die Bindung von Mannosiden an FimH
photochemisch zu kontrollieren. Fiir die Untersuchung der N,N-Dimethyl-

aminopyridin(DMAP)-vermittelten Ligationsstrategie zur Markierung des FimH wurde

ein Modellsystem fiir die Proteinoberflédche gesucht.

(13)

Abbildung 76: Schematische Darstellung der DMAP-vermittelten Ligationstrategie zur Markierung der
Mannose-Bindungstasche des FimH mit einem Azobenzol-Photoschalter. Zur Markierung einer Tyrosin-
Seitenkette (rot) in der Néihe der Bindungstasche soll eine DMAP-vermittelte Ligationsstrategie verwendet
werden. Ein Mannose-DMAP-Derivat (14) wird eingesetzt, welches selektiv in der Tasche bindet (a). Wenn das
DMAP-Mannose-Derivat (14) in der Tasche gebunden ist, kann es die Reaktion der Tyrosin-Seitenkette mit dem
Mannose-Azobenzol-Thioester (13) katalysieren (b), wodurch der Mannose-Azobenzol-Photoschalter (hellgriin)
angebracht wird. Ist das Mannose-DMAP-Derivat (14) nicht in der Tasche gebunden, soll keine Reaktion mit
dem Azobenzol-Thioester ablaufen (c).

Die Anbindung des Photoschalters soll durch die Modifizierung eines Tyrosins an der
Bindungstasche des Proteins mit einem Mannose-terminierten Azobenzolderivat mit
einem reaktiven Thioester (13) erfolgen. Um die Reaktion an anderen reaktiven Stellen
des Proteins zu verhindern, wird eine DMAP-vermittelte Ligationsstrategie genutzt. Die
Adressierung dieses Tyrosins soll durch die Bindung eines Mannose-modifizierten
DMAP-Derivates (14) erfolgen, welches selektiv in der Mannose-Bindungstasche
andockt. Nur wenn das DMAP-Mannose-Derivat 14 in der Tasche gebunden ist, kann es
die Reaktion der benachbarten Tyrosin-Seitenkette mit dem Azobenzol-Thioester 13
katalysieren, wodurch der Azobenzol-Photoschalter angebracht wird. In Abwesenheit des
Mannose-DMAP-Derivates soll keine Reaktion des Thioesters stattfinden (siche
Abbildung 76).
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Abbildung 77: Anbindung einer Azobenzol-Einheit an eine Tyrosin-Modelloberfléiche: Die katalytische Aktivitit
des DMAP-Derivates 14 auf die Reaktion des Thioesters 13 mit einer oberflichengebundenen Tyrosin-Einheit ist
dargestellt. Das Modellsystem erméglicht die Untersuchung der Reaktion zur Anbindung der Azobenzol-Einheit
an eine Tyrosin-haltige Proteinoberfliche.

Die Aktivitit eines DMAP-Derivates 14 auf die Katalyse eines oberflichengebundenen
Tyrosins in der Reaktion mit einem Thioester 13 soll hierzu gepriift werden. Im Rahmen
dieses Projektes wurde eine Modelloberfldche fiir das Protein FimH entwickelt. Da die
katalytische Modifizierung der Aminosdure Tyrosin an einer Oberfliche untersucht
werden sollte, wurde das phenolische Strukturmerkmal des Tyrosins in eine Matrix auf

einer Oberfliche eingebaut. Die Detektion einer erfolgreichen Anbindung des Mannose-
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haltigen Azobenzol-Thioesters 13 an der Oberfldache (siche Abbildung 77) wurde durch
einen Bakterienadhdsionstest mit einem GFP-exprimierenden Escherichia coli (E.coli)

Stamm realisiert.

5.1.1. Untersuchungen von mixed-SAMs als Modelloberfliche fiir
FimH

Die Anbindung des Mannose-haltigen Azobenzolderivates 13 an eine Tyrosin-haltige
Modelloberfldche soll in Anwesenheit und Abwesenheit des katalytisch aktiven DMAP-
Derivates 14 untersucht werden. Die im Falle einer erfolgreichen Ligation an die
Oberflache gebundene Mannose soll liber die Adhdsion von Bakterien detektiert werden
und hierdurch eine Anbindung der Azobenzol-Einheit nachgewiesen werden. In dem
Bakterienadhdsionstest wird die spezifische Interaktion des bakteriellen Lektins FimH

von E.coli (pPKL1162) genutzt.

Fiir den Bakterienadhésionstest soll die Oberfldche biorepulsiv sein, um unspezifische
Adhidsion von Bakterien zu unterdriicken. Nur die spezifische Interaktion der nach
erfolgreicher Ligation oberflichengebundenen Mannose mit FimH soll zur Adhédsion der
Bakterien fithren. Das Modellsystem soll somit aus einer biorepulsiven Matrix bestehen,

welche das phenolische Strukturmerkmal des Tyrosins exponiert.

Die Oberflichenbeschichtung soll aus zwei mit Thioacetat-terminierten Molekiilen,
welche auf einer Goldoberfliche abgeschieden werden kdnnen, aufgebaut werden. Die
biorepulsive Matrix soll durch die Abscheidung von [I1-[(Acetyl)thioJundec-11-
yl]tetracthylenglykol (15) erhalten werden. Das Molekiil besteht aus einem Undecan-
Linker, welcher die biorepulsive Tetraethylenglykol-Kopfgruppe und die Schwefel-
Ankergruppe verkniipft. Derartige Undecan-Ethylenglykol-SAMs sind dafiir bekannt,
weitgehend defektfreie SAMs zu bilden, welche in biologischen Medien stabil sind.'”
Durch Herstellung von gemischten Monolagen des Matrixmolekiils 15 mit 4-[(11-
(Acetylthio)-undecyltetra(ethylenglykol)]-phenol (16) soll die phenolische Einheit in die

Matrix eingebaut werden.
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5.1.1.1. Synthese der SAM-bildenden Molekiile

Zunichst erfolgte die Synthese der beiden SAM-bildenden Molekiile 15 und 16 (siche
Abbildung 78). Hierfiir wurde 11-Bromundec-1-en (17) mit Tetraethylenglykol (18) unter
basischen Bedingungen zu Undec-1-en-11-yl-tetraecthylenglykol (19) umgesetzt.
Verbindung 19 kann photochemisch weiter mit Thioessigsdure (20) zu dem Matrix-

bildenden Molekiil 15 reagieren. Um Verbindung 16 zu erhalten, wurde 15 mit

Hydrochinon (21) in einer Mitsunobu-Reaktion'**'*> gekoppelt.
HO™ A9~ o O
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BrW - HO/\’GO\/\}O/\/OW
8 2 8
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Abbildung 78: Synthese der beiden SAM-bildenden Bausteine zur Herstellung einer Tyrosin-haltigen Protein-
Modelloberfliche.

5.1.1.2. Herstellung und Charakterisierung der gemischten SAMs

Zur Herstellung gemischter SAMs wurden die Schichtbildungseigenschaften aus
Losungen, welche beide SAM-bildenden Molekiile enthalten, untersucht. Hierzu wurden
elf verschiedene Losungen mit Molenbriichen von Verbindung 16 im Bereich von 0.0
(nur Verbindung 15) bis 1.0 (nur Verbindung 16) mit einem Inkrement von 0.1 hergestellt
und daraus SAMs auf Goldoberflichen abgeschieden. AnschlieBend erfolgte die

Charakterisierung der erhaltenen Schichten mittels Ellipsometrie und IRRAS.

125



254

20 §
o<
~
2 154 °
RS § ™ s
T .
e ¢ o ¢ ¢ ¢
© 104
=
(&)
w)
5ﬁ
O T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 06 0.8 1.0

Molenbruch von 16

Abbildung 79: Ellipsometrische Schichtdicken der Oberflichen, welche mit verschiedenen Molenbriichen von
Verbindung 16 in der Abscheidungslosung behandelt wurden.

Die ellipsometrisch bestimmten Schichtdicken fiir die verschiedenen Molenbriiche der
Abscheideldsungen variieren von 1.1 bis 2.0 nm (siehe Abbildung 79). Die bestimmten
Schichtdicken sind somit kleiner als es fiir die elongierten Molekiile, deren Lange 2.9 nm
(Verbindung 15) bzw. 3.5 nm (Verbindung 16) betrdgt, zu erwarten wére. Dies kann
durch die Unordnung der Ethylenglykol-Ketten erkldrt werden, die keine gestreckte
Struktur einnehmen. Die Anderung des Molenbruchs von 0.9 nach 1.0 fiihrt zu einer
groBen Anderung der Schichtdicke. Die kleineren Schichtdicken der Molenbriiche (0.0
bis 0.9) deuten darauf hin, dass Verbindung 16 deutlich schlechter in die Monolage

eingebaut wird.

Die Vermutung, dass Verbindung 16 schlechter als Verbindung 15 in die Monolage
eingebaut wird, bestdtigen auch die IRRA-Spektren (siche Abbildung 80).

Die Banden bei 2830-2970 c¢cm™ kénnen den symmetrischen und asymmetrischen
Streckschwingungen der Methylen-Einheiten in der Alkyl- und der Ethylenglykol-Kette
zugeordnet werden. Das Maximum der asymmetrischen Streckschwingung bei 2920 cm’™
deutet auf eine hohe Ordnung der Alkylketten und eine dicht gepackte Monolage hin. Die
Banden bei 1350 cm™ (CH,-Wippschwingung) und bei 1130 cm” (C-O-C-
Streckschwingung) sind charakteristisch fiir die Ethylenglykol-Ketten. Das Signal bei
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1740-1760 cm™ (Carbonyl-Streckschwingung) ist ein Hinweis fiir eine leichte Oxidation
der Ethylenglykol-Einheiten.'”® Die scharfe Bande bei 1513 cm™ ist mit der phenolischen
Einheit in Verbindung 16 assoziiert und ermdglicht die Quantifizierung des Anteils der

Verbindung in der Monolage.
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Abbildung 80: IRRA-Spektren der gemischten SAMs aus verschiedenen Molenbriichen von Verbindung 16 in
der Abscheidelosung: Die Signale von 2830 bis 2970 cm™” konnen der symmetrischen und asymmetrischen
Methylen-Streckschwingung der Alkyl-Kette und der Ethylenglykol-Einheiten zugeordnet werden. Das Signal
bei 1513 cm™ ist charakteristisch fiir die C-O-Streckschwingung der phenolischen Gruppe. Das Signal bei 1130
em™ ist der C-O-C -Streckschwingung der Ethylenglykol-Ketten zuzuordnen.

Unter der Annahme, dass die Anzahl der Molekiile in der Monolage unabhéngig von der
Gegenwart der phenolischen Kopfgruppe ist, wurde das Integral des Signals in
Abhingigkeit von dem Molenbruch der Verbindung in der Abscheideldsung bestimmt.
Das Signal der au der Losung mit einem Molenbruch von 1.0 (nur Verbindung 16)
gebildeten Schicht wurde als 100 % angenommen. Auch die Daten der IRRAS-
Messungen zeigen somit, dass Verbindung 16 deutlich schlechter in die Monolage
eingebaut wird. Nur 46 % der Monolage besteht aus Verbindung 16, wenn ein
Molenbruch von 0.9 in der Losung fiir die Abscheidung verwendet wird (sieche Abbildung
81).
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Abbildung 81: Die Integrierung des Signals der phenolischen-C-O-Schwingung erlaubt die Bestimmung des
Anteils an Verbindung 16 in der SAM. Die Daten unterstiitzen den schlechteren Einbau von Verbindung 16 in
die gemischte Monolage.

5.1.2. Untersuchungen der DMAP-vermittelten Ligation anhand eines

bakteriellen Adhéisionstests

Um die erfolgreiche Anbindung des Thioesters 13 an die phenolische Oberflache
nachzuweisen, wurden Bakterienadhidsionstests durchgefiihrt. Hierfiir ist es notwendig,
die Biorepulsivitit der unmannosylierten Oberfliche gegeniiber dem verwendeten
Bakterium sicherzustellen, um eine unspezifische Adhision mdglichst zu unterdriicken.
Die zuvor mittels Ellipsometrie und IRRAS charakterisierten SAMs, welche aus
Losungen mit verschiedenen Molenbriichen abgeschieden wurden, wurden in dem
bakteriellen Adhésionstest hinsichtlich ihrer Biorepulsivitit untersucht (sieche Abbildung

82).

Ein Typ 1-fimbriierter E.coli Stamm, welcher mit GFP markiert wurde (pPKL1162),"’
wurde in seiner exponentiellen Wachstumsphase (optische Dichte (OD) = 0.5) verwendet.
Die Substrate wurden in der Bakterienlosung fiir 30 Minuten inkubiert. Das Ergebnis
zeigt keinen signifikanten Unterschied fiir die Oberflachen, welche aus Losungen mit den

Molenbriichen 0.0 — 0.9 abgeschieden wurden. Fiir einen Molenbruch von 1.0 (nur
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Verbindung 14) wurde eine etwa doppelt so hohe Anzahl an Bakterien gefunden, was

vergleichbar ist mit dem Verhalten einer unbehandelten Goldoberfliche.

2.2 1

/10" Zellen cm

Bakterienflachendichte

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 Gold

Molenbruch von 16

Abbildung 82: Bakterienadhiisionstest fiir verschiedene Molenbriiche von Verbindung 16 in der
Abscheidelosung: Kein signifikanter Unterschied kann fiir die Molenbriiche von 0.1 bis 0.9 festgestellt werden.
Dagegen wird eine erhohte unspezifische Adhidsion von Bakterien an die SAM mit dem Molenbruch 1.0
(Verbindung 16), vergleichbar zu der Adhision an einer Goldoberfliche, gefunden. Die Fehler sind mit 95 %
Konfidenzintervall angegeben.

Um die unspezifische Adhdsion zu minimieren, wurde ein Molenbruch von 0.9 fiir die
Untersuchung der Anbindung des Thioesters 13 an die Oberfldche verwendet. Hierdurch
sind eine Vielzahl an phenolischen Reaktionsstellen (46 % von Verbindung 16 in der
Monolage verglichen zu einem reinen SAM aus Verbindung 16) auf der Oberfliche

vorhanden, welche mit dem Thioester 13 reagieren konnen.

Die durch das DMAP-Derivat 14 katalysierte Ligation des Thioesters 13 wurde in
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure(HEPES)-Puffer (pH = 8), welcher
15 % Dimethylsulfoxid (DMSO) enthilt, durchgefiihrt. Diese Bedingungen entsprechen
denen, welche die Arbeitsgruppe Lindhorst fiir die Ligation an das bakterielle Lektin
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FimH verwendet.'"”® Die durch die SAM beschichteten Modelloberflichen wurden in
Losungen des DMAP-Derivates 14, des Thioesters 13 und einer 1:1 Mischung der beiden
Molekiile inkubiert (siche Abbildung 83). Um die Stabilitdt der Monolagen unter den
Bedingungen sicherzustellen, wurde ebenfalls ein SAM-beschichtetes Substrat in DMSO-
haltigen HEPES-Puffer eingelegt. AnschlieBend wurden die Oberfldchen dhnlich wie die
verschiedenen gemischten SAMs (siche Abbildung 82) in einem bakteriellen Adhésions-

test untersucht. Ein unbehandeltes Goldsubstrat wurde als Referenz verwendet.

14
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Abbildung 83: Bakterienadhisionstest nach der DMAP-katalysierten Ligation mit dem Thioester: Die Adhiision
der E.coli Zellen auf den unterschiedlich behandelten Oberflichen ist dargestellt: Unbehandelte Goldoberfliche
(A), SAM in DMSO/HEPES-Puffer (B), SAM in einer Losung des Thioesters (C), SAM in einer Losung des
DMAP-Derivates (D), SAM in einer Losung bestehend aus einer 1:1 Mischung des Thioesters 13 und DMAP-
Derivates 14 (E). Die Fehler sind mit 95 % Konfidenzintervall angegeben.

Die durch die SAM beschichteten Goldsubstrate, welche in den DMSO-haltigen HEPES-
Puffer bzw. in die Losung des DMAP-Derivates 14 eingelegt wurden, zeigen keine
signifikante Anderung in der Zelladhision. Dagegen weist die Oberfliche, welche mit
dem Thioester 13 funktionalisiert wurde, eine Erhohung der bakteriellen Adhdsion um
den Faktor drei (ungefahr 70000 Zellen/cm?) auf. Die Kombination des Thioesters 13 mit
dem DMAP-Derivat 14 weist eine flinffach hohere Adhdsion an Bakterien (ungefahr
120000 Zellen/cm?) auf.
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5.1.3. Schlussfolgerungen

Zur Untersuchung der DMAP-vermittelten Ligationsstrategie zur Anbindung eines Azo-
Photoschalters an der Mannose-Bindungstasche des Lectins FimH konnte erfolgreich eine
Modelloberfliche entworfen werden, welche sich aus einer Hydrogel-Matrix und daraus
exponierten Phenolgruppen zusammensetzt. Hierzu konnten zwei Thioacetate, eines, das
die Hydrogel-Matrix aufbaut (Verbindung 15) und jenes, welches die Phenolgruppe trigt,
(Verbindung 16) hergestellt werden. Die Untersuchungen zur Abscheidung einer SAM
durch Inkubation von Goldoberflichen in Ldésungen, welche Mischungen der beiden
SAM-bildenden Thioacetate mit verschiedenen Molenbriichen enthielten, zeigte, dass das
Phenol-haltige Molekiil 16 schlechter in die Schicht eingebaut wird. Die SAM, welche
durch die Abscheidung aus einer Lésung mit einem Molenbruch von 0.9 von Verbindung
16 erhalten wird, ist ausreichend biorepulsiv und kann fiir die Untersuchung der

Ligationsstrategie verwendet werden.

Der Bakterienadhdsionstest zur Untersuchungen der durch das DMAP-Derivat 14
vermittelten Reaktion des Thioesters 13 mit der Modelloberflidche zeigt, dass vermutlich
bereits der Thioester 13 mit der phenolischen Einheit der Oberfliche reagiert. Die
Mischung des DMAP-Derivates 14 und des Thioesters 13 erhdht jedoch die Ausbeute des
Ligationsproduktes. Fiir die Reaktion an der Proteinoberfliche des Lektins FimH muss
somit neben der spezifischen, durch das DMAP-Derivat katalysierten Anbindung der
Azobenzol-Einheit an der Bindungstasche, auch eine unspezifische Nebenreaktion
erwartet werden. Dies bedeutet, dass davon ausgegangen werden muss, dass auch an

anderen Stellen des Proteins das Azobenzol-Derivat angebunden wird.
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5.1.4. Experimentelles

Synthese der SAM-bildenden Molekiile
Materialien und generelle Methoden

Feuchtigkeits- und sauerstoffempfindliche Reaktionen wurden unter
Schutzgasatmosphire (Stickstoff 5.0 (= 99.999 Vol.-%)) in zuvor getrockneten
Glasapparaturen (Ausheizen im Vakuum) durchgefiihrt. Fiir die Séulenchromatographie
wurde Kieselgel 60 (0.040-0.063 mm, Macherey-Nagel, Germany) verwendet.

Kommerziell erhdltliche Losungsmittel wurden destillativ gereinigt.

"H-NMR Spektren wurden an einem Bruker AM-250 NMR-Spektrometer aufgenommen.
Die chemische Verschiebung ist in ppm relativ zu Tetramethylsilan angegeben. Die
Kalibrierung der Spektren erfolgte anhand der Restprotonensignale der Losungsmittel

Chloroform (6 = 7.26 ppm) oder Dimethylsulfoxid (0 = 2.50 ppm).

Die Synthese von 2-Phenyl-(4’-azo(4”-(a-D-mannopyranosyloxy)-phenyl)-essigsdure-
thiophenylester (13) und 3-(Methyl-4’-pyridylamino)-propansédure-(4’’-(a-D-

mannopyranosyloxy))-phenylamid (14) sind verdffentlicht.'”®

Synthese von Undec-1-en-11-yl-tetraethylenglykol (19)
Die Synthese erfolgte in Anlehnung an Literatur 199.

Tetraethylenglykol (25.0 g, 129 mmol) und Natriumhydroxid (50 Gew.-% in dest.
Wasser, 515 mg, 12.9 mmol) wurden fiir 40 Minuten bei 120 °C geriihrt. Anschlieend
wurde 11-Brom-1-undecen (3.0 g, 12 mmol) hinzugegeben und fiir weitere 23 Stunden
unter Riithren auf 120 °C erwédrmt. Die Reaktion wurde mit n-Hexan (6 x 30 mL)
extrahiert und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde
sdulenchromatographisch mit Ethylacetat aufgereinigt. Es wurden 2.70 g (7.79 mmol,
61 % Ausbeute) von Undec-1-en-11-yl-tetracthylenglykol als farbloses Ol erhalten.

"H-NMR (250 MHz, CDCI3): 6 = 5.80 (ddt, >/ = 17.0 Hz, *J = 10.2 Hz, *J = 6.7 Hz, 1H),
4.98 (ddd, >J=3.7 Hz,°J=17.0 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H), 4.92 (ddt, °J = 2.2 Hz, °*J = 10.2 Hz,
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J=1.2 Hz, 1H), 3.74 - 3.55 (m, 16H), 3.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.03 (q, *J = 7.5 Hz, 2H),
1.57 (quin, *J = 6.9 Hz, 2H), 1.36 (quin, *J= 7.0 Hz, 2H), 1.27 (br s, 10H) ppm.

Synthese von [1-[(Acetyl)thioJundec-11-yl]tetraethylenglykol (15)
Die Synthese erfolgte in Anlehnung an Literatur 199.

Methanol (2.5 mL) und Thioessigsdure (0.73 mL, 10 mmol) wurden gemeinsam entgast.
Nach der Zugabe von Undec-1-en-11-—yl-tetraethylenglykol (1.40 g, 4.04 mmol) wurde
die Reaktionslosung mit einer 150 W Quecksilberdampflampe bestrahlt, bis eine
vollstindige Umsetzung mittels Diinnschichtchromatographie (Merck Kieselgel60 Fjs4:
Ethylacetat) festgestellt wurde, bestrahlt. Alle fliichtigen Verbindungen wurden im
Vakuum entfernt und Wasser zu dem Riickstand hinzugegeben. Die Losung wurde mit
Ethylacetat extrahiert und die organische Phase mit Wasser gewaschen. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels
Sdulenchromatographie mit Ethylacetat aufgereinigt. Es wurden 1.25 g (2.96 mmol, 73 %
Ausbeute) von [1-[(Acetyl)thioJunden-11-yl]tetraethylenglykol als farbloses Ol erhalten.

"H-NMR (250 MHz, CDCl3): 6 = 3.74 — 3.55 (m, 16H), 3.42 (t,"J = 6.8 Hz, 2H), 2.85 (t,
sJ=17.3 Hz, 2H), 2.31 (s, 3H), 1.66 — 1.45 (m, 4H), 1.25 (br s, 14H) ppm.

Synthese von 4-[(11-(Acetylthio)undec-1-yl)-tetraethylenglykol]-phenol (16)
Die Synthese erfolgte in Anlehnung an Literatur 200.

Zu einer Mischung aus Hydrochinon (1.81 g, 16.4 mmol) und [1-[(Acetyl)thioJundec-11-
yl]tetracthylenglykol (694 mg, 1.64 mmol) in 35 mL Tetrahydrofuran wurde
Triphenylphosphan (431 mg, 1.64 mmol) hinzugegeben. Azodicarbonséiure-
diisopropylester (332 mg, 1.64 mmol) wurde tropfenweise unter Eiskiihlung
hinzugegeben und die Reaktion fiir 15 min geriihrt. Die Reaktionslosung wurde langsam
auf Raumtemperatur erwdrmt und fiir 17 Stunden weiter geriihrt. Alle fliichtigen
Verbindungen wurden im Vakuum entfernt und der Riickstand sdaulenchromatographisch

(n-Hexan/Ethylacetat 2:1) gereinigt. AbschlieBend wurde verbleibendes Hydrochinon
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durch Sublimation aus dem Ol entfernt (1.2-10 mbar, 130 °C) und 162 mg (0.305 mmol,
19 %) 4-[(11-(Acetylthio)undec-1-yl)-tetraethylenglykol]-phenol erhalten.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-de): J = 8.88 (s, 1H), 6.74 (d, *J = 9.0 Hz, 2H), 6.65 (d, *J =
9.0 Hz, 2H), 3.96 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 3.68 (t, *J = 5.0 Hz, 2H), 3.61 — 3.41 (m, 12H), 3.35
(t,J = 6.5 Hz, 2H), 2.81 (t, *J = 7.2 Hz, 2H), 2.31 (s, 3H), 1.46 (m, 4H), 1.23 (br s, 14H)
ppm.

Herstellung und Charakterisierung der SAMs

Zur Herstellung der Substrate wurden Silicium(100)-Wafer (Wacker Chemie AG) mit
2.5 nm Chrom (Aufdampfrate = 0.5 A/s; Pfeiffer Vacuum Classic 50) und 200 nm Gold
bedampft (Aufdampfrate =~ 1.0 — 2.0 A/s).

Ethanol (99 % mit 1 % Petrolether) wurde fiir sechs Stunden refluxiert und destilliert.
DMSO wurde in p.a.-(pro analysi) Qualitdt erworben und ohne Aufreinigung eingesetzt.
Die Siliciumwafer wurden gebrochen, mit Ethanol gespiilt, im Stickstoffgasstrom
getrocknet und im H, Plasma gereinigt (Harrick PDC-32G Plasma Cleaner (,,high level*
bei einem Druck von 5-10" mbar fiir 2 min). Zur Abscheidung der SAMs wurden die
Substrate in 0.5 M Losungen der Verbindung 13, 14 oder einer Mischung beider
(Molenbriiche von 0.1 bis 0.9 in Schritten von 0.1) in Ethanol bei Raumtemperatur gelegt.
Nach mindestens 24 Stunden wurden die Substrate herausgenommen, mit Ethanol gespiilt

und im Stickstoffgasstrom getrocknet.

Ellipsometrie

Zur Bestimmung von Schichtdicken sowie Substratparametern von Gold wurden
Ellipsometrie-Messungen an einem Sentech Ellipsometer (SE400) durchgefiihrt. Der
Laserstrahl mit der Wellenldnge 632.8 nm fiel unter einem Winkel von 70 ° auf die
Probe. Fiir die Bestimmung der Schichtdicken wurden fiir die organischen Schichten

folgende Parameter verwendet: n = 1.450, k = 0.000.
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IRRAS

IRRAS-Messungen wurden an einem Nicolet 6700 FT-IR-Spektrometer aufgenommen.
Es wurde ein MCT-Detektor verwendet. Der Innenraum des Spektrometers wurde mit
trockener und CO,-freier Luft gespiilt. Fiir jedes abgebildete Spektrum wurden jeweils

256 Scans aufgenommen.

Untersuchungen der DMAP-vermittelten Ligation anhand eines bakteriellen

Adhisionstests

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES) Puffer wurde aus
115 mM NaCl, 1.2 mM CaCl,, 1.2 mM MgCl,, 2.4 mM K,;HPO,4 und 20 mM HEPES in
Wasser hergestellt. Es wurde ein pH von 8 (25 °C) eingestellt.

Phosphatgepufferte ~ Salzlosung  Tween20  (PBST) wurde aus  0.1%igen
Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat (Tween20), 10 mM Na,HPO,4, 2 mM KH;PO,,
138 mM NaCl, und 3 mM KCI in Wasser hergestellt. Es wurde ein pH von 7.4 (25 °C)

eingestellt.

Fiir die Untersuchung der von dem DMAP-Derivat 14 katalysierten Ligation des
Thioesters 13 mit der Modelloberfliche wurde eine SAM aus einer Losung mit dem
Molenbruch von 0.9 der Verbindung 16 abgeschieden. Vier mit der SAM beschichtete
Oberflachen wurden in jeweils 5 mL einer Reaktionslosung inkubiert. Vier verschiedene

Reaktionslosungen wurden verwendet:

HEPES-Puffer mit 15 % Dimethylsulfoxid
HEPES-Puffer mit 15 % Dimethylsulfoxid und 0.1 M 13
HEPES-Puffer mit 15 % Dimethylsulfoxid und 0.1 M 14

. HEPES-Puffer mit 15 % Dimethylsulfoxid, 0.1 M 13 und 0.1 M 14

B

Alle Losungen wurden steril filtriert (0.20 pum, Polyethersulfon Membran) und alle
GefdBe mit FEthanol sterilisiert. Die Substrate wurden in Losung in einem
Inkubationsschiittler bei 100 rpm und 37.5 °C {iber Nacht inkubiert. Die Substrate wurden
aus der Losung genommen und griindlich mit PBST und DMSO gespiilt. AbschlieBend
wurden die Substrate fiir 10 Minuten in DMSO im Ultraschallbad behandelt.
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Bakterienadhiisionstest

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) wurde hergestellt aus 10 mM Na,HPO4, 2 mM
KH;,POy4, 138 mM NaCl und 3 mM KCI. Es wurde ein pH von 7.4 (25 °C) eingestellt.

Fir den Bakterienadhdsionstest der SAMs mit verschiedenen Molenbriichen von
Verbindung 16 in der Abscheidungslosung wurden mindestens vier Substrate fiir jeden
Molenbruch getestet. Flinf Bakterienadhisionstests wurden durchgefiihrt, wobei in jedem
Test elf SAMs mit verschiedenen Molenbriichen (Molenbruch von 0.0 bis 1.0 mit einem

Inkrement von 0.1) und acht plasmagereinigte Goldsubstrate untersucht wurden.

In dem Bakterienadhidsionstest zur Untersuchung der Ligation des Thioesters 13 mit der
phenolischen Einheit auf der Oberfliche wurden vier beschichtete Oberfldchen fiir jede
Reaktionslosung (Losungen 1 bis 4) zusammen mit vier plasmagereinigten

Goldsubstraten untersucht.

Fir den Bakterienadhdsionstest wurde eine Suspension des fluoreszierenden GFP-
markierten E. coli (pPKL11 62) Stamms'®’ in CASO Nihrmedium (30 g/L) mit einer
optischen Dichte (OD) von 0.5 (fisher scientific, Zelldichte-Messgerdt Modell 40)
verwendet. Die Substrate wurden in PTFE Haltern in 400 mL der Bakteriensuspension
gestellt und bei 100 rpm fiir 30 Minuten bei 37.5 °C inkubiert. Der Adhésionsprozess
wurde durch gleichzeitiges Uberfilhren der Substrathalter in PBS-Puffer gestoppt.
AnschlieBend wurde jedes Substrat in ein 50 mL Falcon®-Zentrifugenréhrchen, welches
mit 15 mL PBS-Puffer gefiillt war, gelegt und die Rohrchen bei 200 rpm fiir 2 Minuten
geschiittelt. Abschlieend wurden die Substrate einzeln in frischen PBS-Puffer getaucht.
Die Bakterienflachendichte wurde mithilfe eines Olympus BX51 Mikroskops, welches mit
einer Metalldampflampe und einem 475 nm Filter zur Anregung sowie einem 535 nm
Filter zur Detektion ausgestattet war, gemessen. Fiir jedes Substrat wurden an zufillig
ausgewdhlten Stellen in der Mitte des Substrates Aufnahmen gemacht und die Anzahl an
Bakterien bestimmt. Die Fehler wurden mit einem Konfidenzintervall von 95 %

berechnet.
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Abbildung 84: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der fluoreszierenden E. coli Zellen auf den Substraten.
Die Substrate wurden in vier verschiedenen Reaktionslosungen inkubiert: a) gereinigtes Gold, b) mit einer SAM
beschichtetes Gold in HEPES-Puffer/DMSO c¢) mit einer SAM beschichtetes Gold in HEPES-Puffer/DMSO und
Verbindung 13 d) mit einer SAM beschichtetes Gold in HEPES-Puffer/DMSO und Verbindung 14 e)
beschichtetes Gold in HEPES-Puffer/DMSO, Verbindung 13 und 14.
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Tabelle 1: Absolute Anzahl an E. coli Zellen auf gereinigten Gold-Substraten und den SAMs, welche durch die
Abscheidung aus Losungen mit verschiedenen Molenbriichen an Verbindung 16 erhalten wurden. Von jedem
Substrat wurden zehn Aufnahmen gemacht.

Molenbruch Bakterienflachen Standard- 95 % Konfidenz-

an Verbindung -dichte / abweichung / intervall / Anzahl an

16 Zellen cm™ Zellen cm™ Zellen cm™ Substraten
1.0 17100 13000 4000 5
0.9 8500 9800 2800 5
0.8 6000 5900 1700 5
0.7 3700 4600 1300 5
0.6 7000 7000 2000 5
0.5 8800 8100 2600 4
0.4 8300 8900 2900 4
0.3 5900 6000 1900 4
0.2 11000 11000 3500 5
0.1 5800 5300 1500 4
0.0 4400 5000 1400 5
Gold 17900 18500 1800 40

Tabelle 2: Absolute Anzahl an E. coli Zellen auf gereinigten Goldsubstraten und den SAMs, welche in
verschiedenen Reaktionslosungen (Losungen 1 bis 4) inkubiert wurden. Von jedem Substrat wurden zehn
Aufnahmen gemacht.

Bakterienflichen Standard- 95 % Konfidenz-

Relgl:ltl:ns_ -dichte / abweichung/ intervall / éAu I;)Zsil:zllzl;
g Zellen cm™ Zellen cm™ Zellen cm™
HEPES-
Puffer/DMSO 26700 18100 5800 4
HEPES-
Puffer/DMSO 69500 49600 15900 4
+ Verbindung
HEPES-
Puffer/ DMSO 32100 1800 5800 4
+ Verbindung
HEPES-
Puffer/DMSO
+ Verbindung 120800 43600 13900 4
13 und 14
Gold 42900 30600 9800 4
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Veroffentlichung

Das Projekt ist ein Kooperationsprojekt mit der Arbeitsgruppe Lindhorst (Christian-
Albrechts-Universitdt zu Kiel). Die Ergebnisse dieses Projekts, die Synthesen der
Molekiile, sowie die Modifizierung des Proteins FimH, fiir welches in diesem Projekt ein

Modellsystem entwickelt wurde, werden verdffentlicht.
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6. Zusammenfassung

Die Kenntnis der Struktur von Biomolekiilen und der biologischen Ablaufe, in welche
diese involviert sind, ist grundlegend fiir die Entwicklung von medizinischen
Behandlungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Systeme zur Untersuchung von
Biomolekiilen, insbesondere Proteinen, hergestellt. Im Mittelpunkt stand die Entwicklung
von Materialien, welche neue Moglichkeiten zur Préparation von Proteinen zur
Untersuchung derer Struktur mittels Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie (Kryo-

TEM) eroftnen.

" Funktionelle

Materialien fiir die
TEM-Probenpraparation

Protein-Protein-Interaktionen |

2. Zellmembran = ' £

- d -,

Abbildung Z1: Funktionelle Nanomaterialien, welche im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden im Vergleich
zu einer biologischen Membran (unten). Die biologische Membran besteht aus einer Phospholipid-Doppelschicht
(olivgriin/orange), welche eine Vielzahl komplex strukturierter Bereiche aufweist. Proteine (blau,
Transmembranprotein), Glykoproteine (gelb) und viele andere Biomolekiile sind dort in verschiedenste
biologische Prozessen (z.B. Protein-Protein-Interaktionen) involviert. Die in dieser Arbeit entwickelten
Nanomaterialien konnen in verschiedenen Bereichen dazu beitragen, derartige biologische Systeme zu
untersuchen. Es wurden Nanomaterialien, welche die Pobenpriparation von Membranproteinen zur
Strukturbestimmung mittels Kryo-TEM erleichtern, entwickelt. Es wurde eine Oberflichenbeschichtung im
Nanometerbereich hergestellt, welche die Peripherie eines Proteins nachbildet und als Protein-Modelloberfliche
genutzt wurde. Auflerdem wurde ein Verfahren zur Herstellung simpel strukturierter Nanomembranen
untersucht, welches als Basis fiir die zukiinftige Entwicklung von Herstellungsverfahren fiir einfache biologische
Modellmembranen dienen konnte.
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In zwei weiteren Projekten wurden biomimetische Systeme aufgebaut, welche die
Oberflache eines Biomolekiils oder biologischen Ensembles nachahmen und hierdurch
deren Untersuchung ermdglichen. Hier wurden Systeme zur einfachen Nachbildung

biologischer Membranen oder Proteinoberflachen betrachtet (sieche Abbildung Z1)

Eine wichtige Methode zur Untersuchung der dreidimensionalen Struktur von
Biomolekiilen ist die Kryo-TEM. Die TEM ermdglicht eine direkte Abbildung von
Objekten, indem diese mit Elektronen durchstrahlt werden. Seit wenigen Jahren ist auf
diese Weise die Bestimmung der Struktur von Proteinen mit einer Auflésung im
einstelligen Angstrdm-Bereich moglich. Ausschlaggebend hierfiir war die Entwicklung
einer neuen Generation von Elektronendetektoren und Verbesserungen in der
Bildverarbeitung. Jedoch ist die Mikroskopie vieler Biomolekiile trotz des Fortschrittes

schwierig, da die Préparation von qualitativ hochwertigen Proben problematisch ist.

Zur Mikroskopie werden die Biomolekiile in wenige Mikrometer grolen Lochern eines
amorphen Kohlenstofflochfilms mittels einer wenige Nanometer dicken Schicht aus
amorphem Eis fixiert. Hierfiir wird ein diinner Film einer wéssrigen Probe auf den
Kohlenstofflochfilm aufgebracht und gefroren. Insbesondere fiir Membranproteine ist die
Herstellung derartiger Proben schwierig, da die Proteinpartikel zur Aggregation und
Adsorption an dem Kohlenstofflochfilm neigen, wodurch keine Partikel in den Léchern

des Kohlenstofffilmes auftreten, welche mikroskopiert werden konnen.

In dieser Arbeit wurden Materialien zur Verbesserung der Priparation von Proteinen fiir
die Kryo-TEM entwickelt. Es wurden hierfiir verschiedene biorepulsive Materialien, auch
solche, welche eine spezifische Anbindung der Biomolekiile erlauben, untersucht. Da in
der TEM die Probe durchstrahlt wird, eignen sich Nanometer diinne Membranen dieser
Materialien als Tragermaterial fiir die Biomolekiile, da sie nur zu einem geringen
Hintergrund fithren. Zum einen wurden Nanomembranen durch die chemische
Quervernetzung von Nanometer dicken Hydrogelfilmen mit verschiedenen
quervernetzenden Molekiilen hergestellt. Zum anderen wurden Tréigerfilme, wie amorphe
Kohlenstofffilme oder Kohlenstoffnanomembranen (engl. carbon nanomembranes,
CNM) biorepulsiv funktionalisiert. Dariiber hinaus wurde eine Nitrilotriessigsdure(NTA)-
funktionalisierte Hydrogel-beschichtete Nanomembran entwickelt, welche markierte

Proteine selektiv iiber einen His-Tag bindet.
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Abbildung Z2: a) Synthese des Disulfid-funktionalisierten Polyglycerolderivates. b) Abscheidung auf einer
Goldoberfliche. ¢) Quervernetzung zweier PG-Dendrimere mit EGDGE (rot). Durch die Reaktion mit EGDGE
wird das PG quervernetzt, wobei die Anzahl an Hydroxygruppen im Polymer erhalten bleibt. Hierdurch kann
die Schicht durch eine weitere Reaktion der Hydroxygruppen mit EGDGE-Molekiilen zusitzlich verstirkt
werden.

Zur Herstellung diinner, freistehender Membranen aus einem biorepulsiven Hydrogel
wurden Polyglycerol(PG)-Filme auf Goldoberflaichen hergestellt und quervernetzt. Zur
Herstellung der PG-Filme wurde ein Disulfid-haltiges PG-Dendrimer synthetisiert,
welches aufgrund der Thiolgruppe an Goldoberfldchen bindet und eine Monolage bildet
(sieche Abbildung Z2, a-b). Zur Herstellung der Membranen wurden verschiedene
Quervernetzer untersucht, welche zu verschiedenartigen Membranstrukturen fiihren. Der
eingesetzte  Ethylenglykoldiglycidylether (EGDGE) ermdéglicht nicht nur die
Quervernetzung der PG-Schicht, sondern kann aufgrund seiner zwei Epoxid-Gruppen
polymerisieren und das Hydrogel weiter aufbauen (siche Abbildung Z2, b-c). Es wurden
optimale Bedingungen fiir die Reaktion des Quervernetzers gefunden. Durch Variation
der Reaktionszeit und Temperatur ist es mdglich, die Dicke der resultierenden Membran

einzustellen. Es konnten wenige Nanometer dicke, kontinuierliche, freistehende
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Membranen erhalten werden, welche unter den typischen Bedingungen eines TEM-

Experimentes stabil sind.

Die Verwendung des reaktiven Tetraethylenglykolderivates 1,11-Di(mesyloxy)-3,6,9-
trioxaundecan (Ms,TEG) konnten selbst-perforierende Hydrogel-Nanomembranen
(SPHyNs) hergestellt werden (sieche Abbildung Z3, a). Der Quervernetzer, welcher keinen
Aufbau der Hydrogel-Schicht durch Polymerisation erlaubt, fiihrt zu etwa 2 nm dicken
Membranen, welche iiber den Kohlenstofflochfilm gelegt werden koénnen und diesen
abdecken. Die Adsorption von Biomolekiilen an dem Kohlenstofffilm wird hierdurch
stark reduziert. Uber den Loéchern des Kohlenstofffilms reisst die Membran auf
(Selbstperforation) wobei sich eine spinnennetzartige Struktur ausbildet (siche Abbildung
Z3, b). Diese hat den Vorteil, dass sie den Wasserfilm in den Lochern wihrend der
Probenpriparation stabilisiert und die Proteine homogen in einer sehr diinnen Eisschicht

in den Lochern des Netzwerkes auftreten.

0
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Abbildung Z3: Herstellung der selbst-perforierenden Hydrogel-Nanomembranen: a) Quervernetzung einer PG-
Schicht mit Mes,TEG. b) TEM-Aufnahme quervernetzter PG-Membranen nach dem Transfer auf TEM-Netze
mit Kohlenstofflochfilmen. Die Membranen reifen iiber den Lochern auf. In Abhiingigkeit von der verwendeten
Quervernetzerkonzentration (hier 50 und 10 mM) wird ein eng- bzw. grobmaschigeres Netz erhalten.*
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Die erhaltenen Membranen wurden oberflichenanalytisch und elektronenmikroskopisch
eingehend charakterisiert, insbesondere hinsichtlich ihrer Selbstperforation in
Abhingigkeit von der Stirke der Quervernetzung und der daraus resultierenden
Netzstruktur. Die Verwendung von SPHyNs bei der Herstellung von Proben zweier
Membranproteine, deren Préparation zuvor nicht oder nur mit groBem Aufwand mdoglich
war, erlaubte die Berechnung deren dreidimensionaler Struktur mit einer Auflosung im

Angstrom-Bereich.

Eine weitere Methode zur Verbesserung der Proteinverteilung basiert auf der nicht-
kovalenten Funktionalisierung des amorphen Kohlenstofflochfilms mit PG-Pyren-
Derivaten. Es konnte gezeigt werden, dass sich PG-Pyren-Derivate eignen, um stabile
Oberfldchenbeschichtungen auf amorphen Kohlenstofffilmen zu erhalten. Die entwickelte
Methode ermdglicht die einfache Beschichtung der Kohlenstoffoberfliche mit einem
biorepulsiven PG-Hydrogel, wodurch die Adsorption der Proteine an diesem minimiert
wird. Dies fiihrt dazu, dass die Proteine gleichméBig verteilt in dem Wasserfilm in den

Lochern des Kohlenstofflochfilms vorkommen und dort gefroren werden kénnen.

Dartiber hinaus wurde mit der Methode ein System, bestehend aus einem Hydrogel-
funktionalisierten Kohlenstoffnanorohren-Netzwerk (HyCaNets), hergestellt (siehe
Abbildung Z4). Ein bekanntes Problem wihrend eines Kryo-TEM-Experiments ist die
elektronenstrahlinduzierte Bewegung der zu mikroskopierenden Partikel im Eis. Mithilfe
eines Netzwerkes aus leitfadhigen Kohlenstoffnanoréhren, welche die Locher des
Kohlenstofflochfilms  iiberspannen, konnen Ladungen  abgefiihrt und die
elektronenstrahlinduzierte Bewegung reduziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass
sich die fiir die Funktionalisierung der Kohlenstoftfilme verwendeten PG-Pyren-Derivate
auch fiir die Funktionalisierung leitfahiger Kohlenstoffnanorohren eignen. Um eine
Adsorption an den Nanorohren zu verhindern, wurden diese ebenfalls mit dem Hydrogel

funktionalisiert.

145



OR OR

3 : E B OR
RTJ\% RC’))\/OQ\ Polyglycerol R = /i:/\(\O}"
= g OH
\ u e o i
b) amorpher Kohlenstoff SWCNT

p— _—-
,._7'@;/./
e —— e

e S—— -
amorpher Kohlenstoff

Abbildung Z4: a) Pyren-haltiges PG-Derivat zur Funktionalisierung amorpher Kohlenstofffilme. b) Das PG-
Pyren-Derivat bindet iiber die Pyren-Einheit an die Kohlenstoffoberfliichen. Ein HyCaNet besteht aus einem
TEM-Netz mit Kohlenstofflochfilm, dessen Locher mit SWCNTs netzartig iiberspannt sind. Sowohl die
SWCNTs wie auch der amorphe Kohlenstoff sind mit biorepulsivem PG beschichtet.'*

Anstatt Proteine freistehend in der amorphen Eisschicht zu préiparieren, besteht die
Moglichkeit, diese an einen diinnen kontinuierlichen Trigerfilm anzubinden.
Kohlenstoffnanomembranen eignen sich aufgrund ihrer geringen Dicke (1-2 nm) bei
gleichzeitig hoher mechanischer Stabilitdt als Tridgermaterial. Sie lassen sich durch die
Bestrahlung einer selbstanordnenden Monolage (SAM) mit Elektronen herstellen. In
einem weiteren Projekt wurden derartige Kohlenstoffnanomembranen biorepulsiv mit
einem PG-Hydrogel funktionalisiert, wodurch eine unspezifische Anbindung von
Proteinen weitestgehend unterdriickt werden kann. AnschlieBend wurden die
biorepulsiven Nanomembranen mit NTA-Einheiten als spezifische Erkennungsstellen zur
Immobilisierung gewiinschter Biomolekiile ausgestattet. Es wurde gezeigt, dass die
selektive Anbindung von His-Tag markierten Proteinen aus einer Mischung mehrerer

Biomolekiile moglich ist (siehe Abbildung Z5).
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Abbildung Z5: Affinitits-Netz: Mit einem PG-Hydrogel biorepulsiv beschichtete CNM, welche mit NTA-
Gruppen funktionalisiert wurde, um spezifisch His-Tag markierte Biomolekiile aus einer heterogenen Mischung
von Biomolekiilen zu binden. Das an die Membran angebundene Biomolekiil kann anschlieBend im TEM
mikroskopiert werden.

Neben der Entwicklung von Materialien zur Untersuchung von Proteinen mittels Kryo-
TEM wurden Beschichtungen hergestellt, welche die Oberfliache eines Biomolekiils oder
eines Ensembles von Biomolekiilen nachahmen. Diese Modelloberflichen sollten
ebenfalls die Untersuchung von Eigenschaften der biologischen Systeme ermoglichen.
Biologische Membranen bestehen aus einem Ensemble von Biomolekiilen. Eine Vielzahl
verschiedener Biomolekiilen tritt in einer komplexen Anordnung in diesen diinnen
Membranen auf. Es wurde versucht, strukturierte Membranen mit lokalen Variationen der
physikalischen und chemischen Eigenschaften, jedoch weitaus weniger komplexen
Aufbau, herzustellen. Die hergestellten Membranen mit biologisch relevanten Strukturen
im Mikrometer- bis Zentimeterbereich, konnen nach weiterer Forschung als einfache

Modellsysteme zur Nachahmung ihrer komplexen biologischen Vorbilder dienen.

Die bereits als Tragermaterial fiir die Kryo-TEM verwendeten CNMs wurden fiir die
Herstellung strukturierter Modellmembranen untersucht. Durch die mehrfache direkte
Laserstrukturierung (DLP) einer SAM mit jeweils anschlieBendem Auffiillen der
bestrahlten Bereiche mit unterschiedlichen SAM-bildenden Molekiilen konnten vielfach
strukturierte  SAMs hergestellt werden. Die Bestrahlung beliebiger Bereiche der
Oberfldche, erlaubt die flexible Herstellung strukturierter SAMs im Mikrometerbereich.
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Durch Quervernetzung dieser SAMs mittels Bestrahlung mit einem Elektronenstrahl
konnten strukturierte Nanomembranen erhalten werden, welche als Basis fiir die
zukiinftige Entwicklung einfacher Modellmembranen fiir biologische Systeme dienen

konnten (sieche Abbildung Z6).

Abbildung Z6: Herstellung einer strukturierten CNM mittels DLP: Mithilfe eins gepulsten Laserstrahls werden
Molekiile entlang eines Musters thermisch von der Oberfliche desorbiert (A). Daraus resultieren Liicken im
SAM, welche anschliefend mit einem anderen SAM-bildenden Molekiil aufgefiillt werden konnen (B). Die
strukturierte SAM wird abschlieBend mit Elektronen bestrahlt (C). Hierdurch quervernetzen die einzelnen
aromatischen Molekiile und es entsteht eine strukturierte Nanomembran (D).

In einem weiteren Projekt wurde eine Modelloberfliche fiir die Bindungstasche des
Proteins FimH, welches eine wichtige Rolle in der bakteriellen Adhésion spielt,
entwickelt. Die Arbeitsgruppe Lindhorst (Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel)
versucht, diese Bindungstasche mit einem Photoschalter zu funktionalisieren, um eine
Kontrolle der Substratbindung zu ermoglichen. Der Photoschalter soll hierzu an eine
bestimmte Aminosdure an der Offnung der Bindungstasche des Proteins ligiert werden.
Die Verwendung eines auf die Ligationsreaktion katalytisch wirkenden Substrates,
welches in der Bindungstasche des Proteins bindet, sollte bewirken, dass nur die dort

lokalisierte Aminosdure reagiert.
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Abbildung Z7: Schematische Darstellung der Markierung der Tyrosin-Seitenkette des FimH (a) und der dazu
entwickelten Modelloberfliche (b) mit einem Azobenzol-Photoschalter durch eine DMAP-vermittelte
Ligationsstrategie: a) Zur gezielten Markierung einer Tyrosin-Seitenkette (rot) in der Nihe der Bindungstasche
soll eine DMAP-vermittelte Ligationsstrategie verwendet werden. Ein Mannose-DMAP-Derivat (blau) wird
eingesetzt, welches selektiv in der Tasche bindet und die Reaktion der Tyrosin-Seitenkette mit dem Mannose-
Azobenzol-Thioester katalysiert, wodurch der Mannose-Azobenzol-Photoschalter (hellgriin) angebracht wird. b)
Das Modellsystem zur Untersuchung der Anbindung einer Azobenzol-Einheit besteht aus einer biorepulsiven
Hydrogel-Matrix, aus welcher eine Phenolgruppe (rot), vergleichbar der des Tyrosins, in die Losung exponiert
ist. Das Modellsystem erméglicht die Untersuchung der Reaktion zur Anbindung der Azobenzol-Einheit an eine
Tyrosin-haltige Proteinoberfliiche durch Detektion der an die Oberfliiche gebundenen Mannose mithilfe eines
Bakterienadhisionstests.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Lindhorst wurde ein Modellsystem entwickelt,
welches dazu dient, herauszufinden, inwiefern eine Funktionalisierung einer Aminoséure
mit der vorgeschlagenen Ligationsstrategie moglich ist. Das Modellsystem besteht aus
einer biorepulsiven Hydrogel-Matrix, aus welcher die Seitenkette der Aminosédure
Tyrosin in die Losung exponiert ist (siche Abbildung Z7). Die Substrat-katalysierte
Reaktion der Aminosduren-Seitenkette mit dem Photoschalter wurde mithilfe eines
Bakterienadhésionstests untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sich die
vorgeschlagene Ligationsstrategie unter Berilicksichtigung von Nebenreaktionen zur

Modifizierung des Proteins eignet.
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Es konnten vier neuartige Systeme, welche die Probenpréparation zur Untersuchung von
Proteinen mittels Kryo-TEM vereinfachen, entwickelt werden. Die Ergebnisse sind von
wissenschaftlicher Relevanz, da sie die Strukturbestimmung vieler Proteine deutlich
vereinfachen und hierdurch beschleunigen konnen. AuBerdem wurden biomimetische
Beschichtungen entwickelt, welche entweder Proteinoberflichen oder Biomembranen
nachahmen. Die entwickelten Modellsysteme erweitern das Spektrum an Mdglichkeiten,

Biomolekiile oder biologische Ensembles zu untersuchen.
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ABSTRACT: We developed a method to improve speci-
men preparation for electron cryo-microscopy of membrane

proteins. The method features a perforated hydrogel

nanomembrane that stabilizes the thin film of aqueous
buffer spanning the holes of holey carbon films, while at the
same time preventing the depletion of protein molecules
from these holes. The membrane is obtained by cross-
linking of thiolated polyglycerol dendrimer films on gold,
which self-perforate upon transfer to holey carbon
substrates, forming a sub-micron-sized hydrogel network.

The perforated nanomembrane improves the distribution of

x*
SPHyN

the protein molecules in the ice considerably. This facilitates data acquisition as demonstrated with two eukaryotic

membrane protein complexes.

KEYWORDS: cryo-EM, self-assembly, two-dimensional materials, biorepulsive polymer, membrane proteins

importance for understanding cellular processes and

subsequent development of pharmaceutical treatments.
Three-dimensional electron cryo-microscopy (cryo-EM) is a
powerful method to study the structure of vitrified biological
macromolecules under near-native conditions. Recently, direct
electron detectors have been developed, which enable data
acquisition at very high signal-to-noise ratio.! ™"

Despite tremendous technological advances, the most critical
factor that determines the success of cryo-EM remains the
specimen itself. For structural analysis by cryo-EM, biomole-
cules are vitrified in a thin water film spanning the holes of a
holey amorphous carbon film by plunging it into liquid ethane.
Alternatively, metallic glasses,” graphene,”” graphene-like
materials,”” and gold'® have been used as support films for
cryo-EM of vitrified specimens.

Preparing vitrified specimens from detergent-solubilized
membrane proteins is particularly challenging. To prevent
membrane proteins from aggregating after isolation from the
lipid bilayer, detergents are required to locally provide a
hydrophobic environment for the membrane-embedded part of
the protein. Detergents reduce the surface tension of an

S olving the structure of biological molecules is of critical

< ACS Publications @ 2017 American Chemical Society
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aqueous solution, and this frequently results in depletion of
biomolecules from the thin water film spanning the holes of
holey carbon supports. Sometimes, an additional thin layer of
continuous carbon film is used to improve the number and
distribution of particles. However, the extra mass of the carbon
film reduces image contrast and can result in preferential
orientation of proteins on the film, which is undesirable for
structure determination. Generally, depletion of membrane
proteins from the water film onto the substrate material during
specimen preparation remains a problem (Figure 1A), which
can only partly be solved by either using detergents (with
carbon substrates)'" or self-assembled monolayers (for Au)."”

We have developed a support film that considerably
improves specimen preparation for membrane proteins and
meets the following requirements: (1) It stabilizes the thin
water film that contains detergent-solubilized proteins and
spans the holes on a holey carbon film. (2) It interacts
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Figure 1. Distribution of membrane proteins on holey carbon films
without and with SPHyNs. (A) Owing to a variety of effects, such as
reduced surface tension and nonspecfic adsorption, proteins are
frequently accumulated on or near the carbon film and thus
depleted from the thin water layer in the holey carbon film by
accumulation at and near the carbon film. (B) Biorepulsive
SPHyNs stabilize the thin water layer as well as cover the carbon
film, thus preventing depletion of proteins from the holes and
minimizing adsorption to the solid substrate.

minimally with the proteins. (3) It can be deposited on diverse
specimen support substrates. In this work, we demonstrate that
self-perforated hydrogel nanomembranes (SPHyNs) are
suitable for stabilizing the thin water film, which improves
the distribution of proteins in the ice considerably. We used
SPHyNs to acquire high-resolution single-particle cryo-EM data
of two large membrane protein complexes of the inner
mitochondrial membrane with high efficiency. These support
films enabled us to calculate an improved 3D reconstruction of

Polytomella ATP synthase from significantly fewer particles
compared to previous work.

RESULTS AND DISCUSSION

To stabilize the thin water layer for the cryo-EM, we devised a
method for the fabrication of SPHyNs with a thickness of ~2
nm by chemical cross-linking of thiolated polyglycerol (PG)
dendrimer films. PG dendrimers are blorelE]ulswe, hydrophilic,
and expose a multitude of OH groups.

The fabrication of SPHyNs and their transfer to TEM grids
are shown schematically in Figure 2.

Next, we varied the concentrations of the cross-linker
Ms,TEG from 3 to 100 mM to optimize the properties of
the PG layers. The thickness of the layers did not increase
significantly upon cross-linking at any concentration used.
When transferred to silicon wafers, the films formed continuous
membranes with a thickness of ~2 nm (Supporting Figure S1).
In contrast, upon transfer to holey carbon substrates (Figure
2d) in a critical-point dryer, the free-standing cross-linked PG
film formed perforated membranes at any concentration of
Ms, TEG. Figure 3 shows TEM images of SPHyNs, revealing a
spider-web-like structure with 50—500 nm holes.

‘We observed an almost linear dependence of porosity of free-
standing SPHyNs on the cross-linker for Ms,TEG concen-
trations between 100 and 20 mM (Figure 3C). At Ms,TEG
concentrations below 20 mM, the porosity was difficult to
control. We conclude that two factors determine the structure
of free-standing SPHyNs: the concentration of the cross-linker
as well as forces imparted to the membranes during the transfer
process. Upon cross-linking, weak points in the PG membranes
act as nucleation points for subsequent self-perforation of the
free-standing membranes upon removal of the sacrificial
PMMA layer.

a) b)
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Figure 2. Fabrication of SPHyNs and their transfer to TEM grids. (a) PG-functionalized disulfide was synthesized by a polymerization

reaction of glycidol with cystamine as initiator and was subsequently attached to a gold surface (b). (c) To generate fr

tanding branes,

the PG dendrimers were cross-linked with 1,11-di(mesyloxy)-3,6,9-trioxaundecane (Ms,TEG), synthesized using tetraethylene glycol as
starting material. (d) Transfer of the membrane (green layer) to a TEM grid: First, poly(methyl methacrylate) (PMMA) is spin-coated onto
the gold substrate (blue layer). Second, the gold layer with the two polymer layers is released from the silicon wafer, followed by dissolution of
the gold. Third, the sandwich consisting of PMMA and cross-linked PG is placed on a TEM grid. In the final step, PMMA is dissolved with

acetone in a critical-point dryer.
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Figure 3. TEM analysis of free-standing SPHyNs. (A,B) TEM images of SPHyNs spanning holes of a Quantifoil R2/2 substrate. SPHyNs were
fabricated at concentrations of 50 mM (A) or 10 mM (B) of Ms,TEG. Scale bars are 200 nm. (C) Dependence of porosity, measured as the
average area covered by SPHyNs in the holes of a Quantifoil R2/2 substrate, on cross-linker concentration. Averages were obtained from 30

independent TEM images for each concentration.

Figure 4. SPHyNs imaged by SEM and TEM. The SPHyNs were obtained with 5 mM Ms,TEG. (A) TEM image of a SPHyN transferred to a
C-flat multihole substrate. The self-perforation of the film is independent of the shape and size of the holes in the substrate. (Right) Magnified
views of selected holes. Scale bars are 2 um (left) and 500 nm (right). (B) Secondary electron SEM image of a SPHyN on a Quantifoil R2/2
substrate. No pore formation is observed on the solid substrates. The scale bar is 2 pm.

To analyze the influence of hole size and shape on the self-
perforation of the cross-linked PG membranes, we transferred
membranes to C-flat multihole grids with a variety of round and
elliptical holes. TEM images of such SPHyNs are shown in
Figure 4A. The images demonstrate that the structure of free-
standing SPHyNs, formed upon transfer to holey substrates, is
independent of shape and size of the holes, supporting the
mechanism suggested above. Figure 4B shows an SEM image of
a cross-linked PG membrane transferred to a Quantifoil R2/2
substrate. Neither SEM nor TEM indicated pore formation in
the cross-linked PG films covering the solid substrate areas.
This confirms the AFM results (Supporting Figure S1), which
show that the cross-linked PG membranes form continuous
films on solid supports.

Mild plasma treatment increased the average pore size of
free-standing SPHyNs. The top of Figure 5 shows a TEM
image of a SPHyN cross-linked with 10 mM Ms,TEG. Upon
glow-discharge for 45 s, the average covered area decreased
from 39(+3) to 10(+3)% (Figure S, bottom).

To demonstrate that SPHyNs improve the distribution of
detergent-solubilized membrane proteins in the thin water films
used for cryo-EM, we prepared vitreous samples of complex I
and ATP synthase dimers, two eukaryotic membrane protein
complexes, for which it has been difficult to obtain cryo-

6469

specimens with the large number of particles per unit area
required for high-resolution data collection.'®'” Mitochondrial
complex I is a multisubunit complex involved in electron
transfer from NADH to ubiquinone to transfer protons across
the inner mitochondrial membrane.”® Obtaining vitrified
samples of complex I from Yarrowia lipolytica with a
homogeneous distribution of particles in the holes of a holey
carbon film is a bottleneck for structural analysis. Cryo-EM
images of complex I from Y. lipolytica vitrified on Quantifoil
R2/2 substrates as well as on lacey carbon films mounted on
Quantifoil R2/2 substrates reveal particles aggregated on the
carbon surfaces, although in both cases, the carbon was made
hydrophilic by glow-discharge (Supporting Figure S2). The
reduced surface tension caused by the detergent dodecyl
maltoside (DDM), used to solubilize complex I, depleted
particles from the water film, creating a bottleneck for single-
particle analysis.

Figure 1B is a schematic sketch of a protein sample vitrified
on SPHyNs. Cryo-EM images of complex I vitrified on
SPHyNs routinely revealed more than 60 individual protein
particles per image suitable for single-particle cryo-EM (Figure
6A,B). Because the film is biorepulsive, adsorption of protein
molecules to SPHyNs is minimized. In contrast, protein
aggregation on the carbon surfaces precluded particle picking

DOI: 10.1021/acsnano.7b03099
ACS Nano 2017, 11, 64676473
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Figure 5. Converting SPHyNs with small holes to SPHyNs with a
larger average hole size. (Top) TEM image of a SPHyN cross-
linked with 10 mM Ms,TEG. (Bottom) Same membrane after 45 s
plasma treatment. Scale bars are 500 nm.

from Quantifoil R2/2 grids (Supporting Figure S2). Using 7138
particles from 123 images, we performed a gold-standard
refinement and calculated a map of complex I with a resolution
of 8.1 A (Fourier shell correlation (FSC) criterion' = 0.143)
(Figure 6D,E and Supporting Figure $3). The map shows all
elements of secondary structure known from previous work'
and well-resolved iron—sulfur clusters (Figure 6E).

To demonstrate that the method is broadly applicable in
cryo-EM of membrane proteins, we prepared vitrified samples
of mitochondrial ATP synthase from Polytomella sp. on
SPHyNs. Although the structure of Polytomella ATP synthase
dimers has been analyzed by cryo-EM with a resolution of 6.2 A
in former work,'” obtaining vitrified samples of this F-type ATP
synthase suitable for high-resolution structure determination
remains difficult, as in the case of complex I Figure 7A
demonstrates that SPHyNs prevent the depletion of ATP
synthase dimers from the holes of Quantifoil R2/2 substrates,
allowing efficient acquisition of cryo-EM images.

We used 23 200 particles from 2096 images to calculate a 3D
reconstruction of dimeric Polytomella ATP synthase with a
resolution of 6.4 A (Figure 7C,D and Supporting Figure $4).
Compared to previous work, in which 37238 dimer images
were averaged to obtain a map with a resolution of 6.2 A" we
required 14 000 fewer particles (38% less) to calculate a 3D
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reconstruction with a similar resolution. This is explained by
the fact that ATP synthase dimer samples vitrified on SPHyNs
were picked from areas where the amorphous ice layer was thin,
whereas in former work, particles were preferentially located in
areas in the corners of the grid square, where the ice is
thicker."”

Apart from stabilizing the thin film of aqueous buffer
spanning the holes, cross-linked PG-membranes form a
continuous biorepulsive layer on the carbon support. We
assume that adsorption of proteins to the solid substrate areas is
minimized, which contributes to the improved distribution of
protein molecules in the holes, as observed in this work and
previous work on gold substrates functionalized with self-
assembled monolayers."> An important advantage of our
approach is the fact that SPHyNs can be transferred to
substrates other than amorphous carbon, such as gold'® or
titanium—silicon films.’

CONCLUSIONS

We have demonstrated that SPHyNs improve the distribution
of proteins in the thin water film in specimen preparation for
cryo-EM, thus facilitating the acquisition of large data sets of
high-quality single-particle images. The advantages of SPHyNs
are three-fold. First, owing to the hydrophilic nature of the
hydrogel, aqueous samples can be applied to the grid without
prior glow-discharge. This prevents protein adsorption to the
reverse side of the film, in contrast to glow-discharged
conventional carbon film. Second, the network stabilizes the
thin water film and thus suppresses the formation of a meniscus
and the concomitant depletion of proteins from the holes.
Third, SPHyNs are protein-repellent, which minimizes the
interaction between the support film and the membrane
proteins. All three effects ensure a homogeneous distribution of
the protein molecules in the thin layer of vitrified buffer.
Therefore, SPHyNs on holey carbon suzpports may find
application in automated data collection.”” SPHyNs hold
great promise to obtaining high-quality vitrified membrane
protein samples with an abundance of protein molecules
conveniently located in thin ice areas.

MATERIALS AND METHODS

PG Monolayer Formation and Characterization. Gold
substrates for PG monolayer deposition were prepared by electron
beam evaporation. First, 2.5 nm of titanium followed by 200 nm of
gold was deposited onto polished single-crystal silicon wafers with
(100) orientation (Wacker Siltronic AG, Germany). For the
preparation of the PG nanomembranes, 200 nm of gold was deposited
onto polished single-crystal silicon wafers with (100) orientation
without an adhesion layer.

Ethanol (99% with 1% petroleum ether) was refluxed for 6 h and
freshly distilled before use. The gold substrates were cleaved from the
wafer, rinsed with ethanol, and cleaned with H, plasma in a Harrick
PDC-32G plasma cleaner (high level, pressure of § X 107! mbar, 2
min). For SAM deposition, the clean substrates were immersed in §
uM solutions of disulfide PG (see Supporting Information for
synthesis) in ethanol at room temperature. After at least 48 h, the
samples were rinsed with water and ethanol and dried in a nitrogen
stream.

Cross-Linking of PG Monolayers. Cross-linking of the PG
monolayer was performed by the immersion of the substrate in a
solution consisting of Ms,TEG™® at the desired concentration and 1.2
equiv of pyridine in N,N-dimethylformamide under argon. The
substrates were incubated for 24 h at room temperature, washed with
water and ethanol, and dried in a stream of nitrogen.

DOI: 10.1021/acsnano.7b03099
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Figure 6. Cryo-EM of complex I from Y. lipolytica vitrified on SPHyNs. (A) Cryo-EM image of a vitrified sample revealing the SPHyN
spanning the holes of a Quantifoil R2/2 substrate. (B) High-resolution cryo-EM image showing vitrified complex I and the SPHyN. (C) Two-
dimensional class averages. (D) Electron density of complex I at 8.1 A resolution using the local resolution result for coloring. The color scale
is given in A. (E) Representation of the electron density map of complex I, revealing the iron—sulfur clusters in the soluble part of the protein.

Scale bars: 2 pm (A), 200 nm (B), 10 nm (D).

Transfer of Cross-Linked PG Membranes. For the transfer of
PG nanomembranes to TEM grids or single-crystal silicon wafers,
cross-linked PG monolayers were prepared on 200 nm of gold
deposited onto polished single-crystal silicon wafers without any
adhesion layer. First, the cross-linked PG film was protected by spin-
coating PMMA on the film. Afterward, the gold was exfoliated by
angular dipping of the substrate into water. The floating gold film was
transferred to the different solutions with a piece of silicon. The gold
was etched by placing the floating gold film on an iodine solution (2.5
wt % iodine, 10 wt % potassium iodide in water). Afterward, the
PMMA-protected membrane was placed on an aqueous potassium
iodide solution (10 wt % potassium iodide in water). In the case of
free-standing membranes, the PMMA was removed by immersion in
acetone for 2 h, followed by critical-point drying. On silicon wafers, the
PMMA was removed by immersion in acetone for 2 h and drying in a
stream of nitrogen.

Analysis of PG Membranes by SEM and TEM. SEM analysis of
SPHyNs was performed with a Zeiss Auriga operating at an
accelerating voltage of 5 kV. SPHyNs were analyzed at room
temperature in a FEI Tecnai Spirit transmission electron microscope
operating at an accelerating voltage of 120 kV. Images were acquired
using a Gatan 4k*4k CCD camera. Images were analyzed using
I:ﬂ'lage].z”‘r

Cryo-EM and 3D Reconstruction of Complex | from Y.
lipolytica. Complex I was purified as described previously.”* Three
microliters of a complex I sample at a concentration of approximately
2 mg/mL was applied to Quantifoil R2/2 holey carbon grids coated
with SPHyNs without glow-discharge. The grids were blotted for 9 s at
70% humidity and 16 °C in an FEI Vitrobot plunge-freezer. Cryo-EM
images were recorded on a FEI Tecnai Polara operating at 300 kV
equipped with a Gatan K2 back-thinned direct detector operating in
movie mode. Images were collected manually at a nominal
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magnification of 115 000X, corresponding to a sampling density of
1.83 A/pixel. Videos were collected for 8 s with a total of 40 frames
with a calibrated dose of about 0.5 ¢ /A? per frame, at defocus values
between —1.1 and —3.9 gm. A set of 154 micrographs was collected,
and the frames were aligned by the algorithm of Li et al.” Particles were
picked using the semiautomatic procedure of EMAN Boxer,”® and the
micrograph-based CTF was determined with CTFFIND3” in the
RELION workflow.” The initial data set contained a total of 7630
particle images from 123 selected micrographs and were extracted
using a box of 240 pixels. The particles were subjected to an initial
two-dimensional reference-free classification in RELION to discard
imperfect particles. Visual selection of particle classes with
interpretable features resulted in a data set of 7138 particle images
for 3D consensus refinement. A map based on the cryo-EM map of Y.
lipolytica complex 1'® was low-pass-filtered to 50 A and used as an
initial model for the 3D gold standard refinement in RELION. The
postprocessing procedure implemented in RELION was applied to the
final maps for B-factor sharpening and resolution validation.” The
local resolution of the map was estimated by ResMap.”’ The complex I
crystal structure (pdb code 4WZ7) was rigid-body-fitted, and figures
were drawn in Chimera.’'

Cryo-EM and 3D Reconstruction of Polytomella ATP
Synthase Dimers. Mitochondria were isolated from Polytomella sp.
cells (198.80, E.G. Pringsheim) as described previously.” A 3 uL
sample with a concentration of 1.5 mg/mL was applied to Quantifoil
R2/2 grids coated with SPHyNs without glow-discharge treatment.
Samples were blotted in an FEI Vitrobot Mark IV at 4 °C and 100%
humidity for 10 s and plunged into liquid ethane. Data acquisition was
carried out on a JEM-3200FSC equipped with an in-column energy
filter and K2 Summit detector operated in counting mode.
Micrographs were collected as 9 s movies of 0.2 s/frame with a
dose rate of 11 ¢”/pixel/s and a pixel size of 1.14 A. Motion between

DOI: 10.1021/acsnano.7b03099
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Figure 7. Cryo-EM of ATP synthase from Polytomella sp. vitrified on SPHyNs. (A) Cryo-EM image of vitrified Polytomella ATP synthase
dimers and the SPHyN. (B) Two-dimensional class averages. (C) Structure of the ATP synthase dimer at a resolution of 6.4 A using the local
resolution result for coloring. The color scale is given in A. (D) Horizontal section through the Fo part revealing the c,, rotor rings, six
membrane-spanning a-helices per protomer, and the hairpin of long horizontal a-subunit helices. Scale bars: 50 nm (A), 10 nm (C,D).

frames was corrected by running Unblur****

without dose-filtering,
followed by MotionCor2, with dose-filtering.’® CTF estimation was
carried out using CTFFind4* within the RELION workflow and was
carried out on non-dose-filtered movie frames, summing 1, 2, or 4
frames. For each micrograph, defocus values from the run giving the
best “Resolution to which Thon rings are fit” value were used.
Micrographs for which this resolution was 7 A or worse were
discarded. All subsequent processing steps were carried out in Relion2
beta version.”®” The summed images were used to extract hand-
picked particles at a box size of 480 pixels, which were down-sampled
to a box size of 240. The 3D refinement was carried out against a 40 A
low-pass-filtered starting model based on previous work'” using C,
symmetry and a soft mask including the entire dimeric protein. Local
resolution estimation was carried out using ResMap™® within the

Relion 2.0beta workflow. Figures were generated in Chimera.’’
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Additional experimental details on the synthesis of
monolayer-forming molecules, analysis of SPHyNs by
AFM, cryo-EM images of complex I on other substrates,
and cryo-EM validation are provided (PDF)
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ABSTRACT: In electron cryo-microscopy, structure deter-
mination of protein molecules is frequently hampered by
adsorption of the particles to the support film material,
typically amorphous carbon. Here, we report that pyrene
derivatives with one or two polyglycerol (PG) side chains
bind to the amorphous carbon films, forming a biorepulsive
hydrogel layer so that the number of protein particles in the
vitreous ice drastically increases. This approach could be
extended by adding a hydrogel-functionalized carbon
nanotube network (HyCaNet, the hydrogel again being
formed from the PG-pyrene derivatives), which stabilized
the protein-containing thin ice films during imaging with
the electron beam. The stabilization resulted in reduced
particle motion by up to 70%. These substrates were instrumental for determining the structure of a large membrane
protein complex.

KEYWORDS: cryo-EM, self-assembly, membrane protein, biorepulsive, detergent

mens is a powerful tool in structural biology. The

method has benefited greatly from recent technological
developments, such as direct electron detectors, which enable
data acquisition with high signal-to-noise ratio,' " facilitating
structure determination of biomolecules at near-atomic
resolution. With these advances in data acquisition at hand,
obtaining vitrified samples with sufficient quality and
accessibility of the biomolecules for the electron beam now
becomes the bottleneck for efficient structure determination.
For cryo-EM, the specimens are immobilized in a thin layer of
vitreous ice spanning the holes of a microstructured,
nanometer-thin substrate, such as a holey carbon film. A
recurrent problem is the depletion of biomolecules from the
thin water layer owing to irreversible binding to the substrate
film. The use of surfactants’ is not sufficient to solve this
problem. Membrane proteins are particularly prone to
adhesion, for example, to the frequently used amorphous
carbon substrates. Furthermore, the presence of detergents,

E lectron cryo-microscopy (cryo-EM) of vitrified speci-

A 4 ACS Publications @ xxxx American Chemical Society

which are used to keep membrane proteins in the aqueous
solution, reduces the surface tension of the aqueous layer,
resulting in water films that are extremely thin in most of the
hole but thick around the edge, so that the biomolecules are
pushed toward the carbon film.

Here, we present a method for the functionalization of
amorphous carbon films to render them hydrophilic and
biorepulsive and thus significantly improving the abundance of
proteins in the ice film spanning the holes of the substrate. In
extension, we use the same surface chemistry to deposit a
network of biorepulsive single-walled carbon nanotubes
(SWCNTs) onto the substrates, resulting in an additional
stabilization of the aqueous films. We also show that the
SWCNTs reduce beam-induced movements of vitrified
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Figure 1. Graphic representation of the molecules used in this study and how they adsorb onto a holey film of amorphous carbon. Whereas,
in case of (PG-O),-pyrene (top molecule), the dendrimeric polyglycerol unit (green) completely covers the surface, the data suggest that for
the PG-O-pyrene derivative the hydrogel layer contains holes (red arrow in lower left panel), resulting in less efficient biorepulsive

properties.

oo/l

Figure 2. Cryo-EM images of mitochondrial complex I from Yarrowia lipolytica vitrified on carbon substrates that were treated by glow-
discharge (A) or noncovalently functionalized with biorepulsive PG-O-pyrene (B) and (PG-O),-pyrene (C). Scale bars are 100 nm.

specimens because of their high mechanical stability and
electrical conductivity, which further facilitates data acquis-
ition.

RESULTS AND DISCUSSION

Amorphous carbon is a difficult substrate for surface
modification, as it is disordered and exposes many sp*-
hybridized carbon atoms. Treatment with air-based plasma, for
example, by glow discharge introduces keto and carbinol
groups, rendering the surface hydrophilic but not protein-
repulsive. It has been reported that transmission electron
microscopy (TEM) grids based on amorphous carbon have
been modified by the noncovalent attachment of detergents
consisting of an aliphatic moiety and a polar headgroup.’
Although this improves the wettability of the carbon films, it
has not been conclusively shown that the film becomes
biorepulsive. In an alternative approach, cross-linked hydrogel
films have been prepared and transferred physically to the
TEM grids.*” These hydrogels were obtained by cross-linking
of films based on dendrimeric polyglycerol (PG), a polymer
that has frequently been employed to attain biorepulsive
surfaces." " In a systematic study, we have found that PG
derivatives of pyrene are well suited for the functionalization of

184

amorphous carbon surfaces. Previously, pyrene derivatives have
already been used extensively for the surface modification of
sp™-hybridized carbon derivatives, such as graphene or carbon
nanotubes (CNTs).!' ™'

The molecules used in this study were synthesized by a
polymerization reaction of glycidol (2,3-epoxy-1-propanol)
using either 1-hydroxypyrene or 1,6-dihydroxypyrene as an
initiator, resulting in the formation of 1-(polyglyceroloxy)-
pyrene (PG-O-pyrene, average molar weight 4300 g mol ")
and 1,6-bis(polyglyceroloxy)pyrene ((PG-O),-pyrene, average
molar weight 7100 g mol™"), respectively. To confirm that they
bind to amorphous carbon, we recorded infrared reflection
absorption (IRRA) spectra of amorphous carbon films before
and after incubation with aqueous solutions of (PG-O),-
pyrene or PG-O-pyrene. In both cases, similar spectra of
surface-bound PG groups were obtained (see Figure S2 in the
Supporting Information). However, ellipsometric analysis
demonstrated that the deposition of (PG-O),-pyrene leads
to higher film thicknesses (6.7 + 0.2 nm) as compared to those
with PG-O-pyrene (1.1 + 0.1 nm). When these layers were
exposed to solutions of bovine serum albumin (BSA) as a test
protein, their thickness increased by 0.06 + 0.06 nm ((PG-
O),-pyrene) and 0.7 + 0.1 nm (PG-O-pyrene). This

DOI: 10.1021/acsnano.9b02651
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solubilization
—_—

SWCNTs nitrocellulose

holey carbon TEM-grid

1. acetone
2. PG-pyrene

incubation

HyCaNet

Figure 3. (a) Fabrication of hydrogel-functionalized carbon nanotube networks (HyCaNets). First, single-walled carbon nanotubes are
solubilized using the PG-pyrene derivatives and then deposited onto a nitrocellulose filter. Next, the membrane is mounted on a holey
carbon substrate, and the nitrocellulose membrane is removed by being dissolved in acetone. Finally, the complete assembly is once more
incubated in a PG-pyrene solution. (b) Sketch of the final HyCaNet assembly, where the biorepulsive polyglycerol-terminated pyrene ((PG-
0),-pyrene) noncovalently binds to the holey carbon film and the SWCNTs. This biorepulsive structure prevents the adsorption of the
proteins while stabilizing the water film in the holes mechanically and, during imaging of vitrified samples, by dissipation of the electrical

charge.

demonstrated that the (PG-O),-pyrene layer was completely
biorepulsive, but the PG-O-pyrene layer was only partly
biorepulsive, which might be explained by an incomplete
coverage of the surfaces by the PG dendrimers if only one per
pyrene unit is applied (compare Figure 1, lower left panel).
Therefore, functionalization of holey carbon films with (PG-
O),-pyrene should render them biorepulsive, leading to a
higher protein concentration in the aqueous film spanning the
holes. To test this central hypothesis, we prepared cryogenic
samples of Yarrowia lipolytica mitochondrial complex I, a
hydrophobic membrane protein complex, on amorphous
carbon films with 2 pm holes (Quantifoil R2/2 grids) that
had been treated with either aqueous solutions of (PG-O),-
pyrene, PG-O-pyrene, or by glow discharge. The respective
cryo-EM images are shown in Figure 2 and clearly demonstrate
the expected trend: whereas almost no protein particles were
found in the holes of the carbon film treated by glow discharge
(Figure 2A), some isolated particles were present in the holes
of the film covered with PG-O-pyrene (Figure 2B) and many
more in the one treated with (PG-O),-pyrene (Figure 2C).

Quantitative evaluation revealed that within a typical cryo-
EM image of 679 nm X 679 nm, the area concentration of
individual protein particles in the holes of the (PG-O),-pyrene-
treated grids is more than twice as high (31.2 per image) as
that for the PG-O-pyrene-covered ones (14.5 per image). This
is in accordance with the results obtained by ellipsometric
measurements, IRRAS, and the biorepulsivity test mentioned
above. The PG-O-pyrene derivative covers the amorphous
carbon substrate less effectively (see red arrow in Figure 1)
compared to the (PG-O),-pyrene molecule, leading to
diminished biorepulsive characteristics. Although the inter-
mediate behavior of the PG-O-pyrene might be considered a
disadvantage, the differences in the particle distribution for
PG-O-pyrene and (PG-O),-pyrene can be used to tune the
number of particles in the holes when dilution of the protein
solution is problematic.

A fundamental problem in cryo-EM is the beam-induced
movement of the particles during image acquisition.'”
Although beam-induced movement of particles can be partially
compensated by postprocessing of cryo-EM micrographs,” it
remains a problem that causes contrast loss at high resolution.
We tested whether SWCNTs, which have a very high
mechanical stiffness and are highly conductive depending on
their chirality,"*™"® can be used to stabilize the particles in thin
films of vitrified water. To render these nanomaterials
biorepulsive as the rest of the system, we tested again PG-O-
pyrene and (PG-O),-pyrene, as the binding of pyrene
derivatives to (SW)CNTs is well established.'' Indeed, a
couple of PG-derived amphiphiles have been explored for the
modification of SWCNTs before, mainly with the goal of
solubilizing them in water-based solvents.'”™*' However, the
only reported combination of a pyrene unit with a PG
headgroup showed just a poor solubilization efficiency for the
SWCNTs."” We therefore tested the ability of (PG-O),-pyrene
and (PG-O)-pyrene to render SWCNTs hydrophilic, using a
number of detergents used in membrane protein biochemistry
as benchmarks. We found that (PG-O),-pyrene has a very
good solubilization efficiency comparable to that of dodecyl
maltoside (DDM), whereas PG-O-pyrene solubilizes SWCNTs
less effectively (see Figure S3 in the Supporting Information).
By adapting a procedure from Wu et al,** the PG-stabilized
SWCNT dispersions were first filtered onto a nitrocellulose
carrier forming an interconnected nanotube network, the
density of which could be adjusted by varying the initial
nanotube concentration. The functionalized SWCNT network
was then transferred onto a holey carbon TEM grid by
bringing the nitrocellulose filter into contact with the carbon
film and then dissolving the filter membrane in acetone (see
Figure 3a). To also render the carbon film biorepulsive, the
complete grid was incubated in a solution of the pyrene
derivative (Figure 3b). Figure 4 shows a TEM image of such a
hydrogel-functionalized carbon nanotube network (HyCaNet)
mounted on a Quantifoil R2/2 substrate.
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Figure 4. TEM image of a HyCaNet. The hydrogel-functionalized
nanotubes were deposited onto a Quantifoil R2/2 substrate. Scale
bar is 200 nm.

To verify that the HyCaNets indeed reduce the motion of
the particles in the vitreous ice film, we used an established
protocol™ to determine the time-dependent movement of gold
nanoparticles during image acquisition. For this, the relative
positions of a number of gold nanoparticles in the ice film were
measured with respect to a gold nanoparticle adherent to the
carbon film (Figure SA, black line). To also observe
movements in the z direction (perpendicular to the film
plane), the grids were tilted by 45° around the axis indicated in
red in Figure SA.

Figure 5B demonstrates that HyCaNets considerably reduce
beam-induced movements of the particles in the vitrified
specimens. Whereas at longer measuring time, the movement
is reduced by about 50%, in the critical first few frames, beam-
induced movement is even reduced by ~70%. This
significantly improves the acquisition of high-resolution cryo-
EM images, where beam-induced movements can only partly
be removed by postprocessing.

To confirm that HyCaNets improve the abundance of
particles in the ice, vitrified samples of complex I from Y.
lipolytica were analyzed by cryo-EM. For the HyCaNets
prepared with (PG-O),-pyrene, on average, 25.6 isolated
particles per image were found, whereas those grids prepared
with PG-O-pyrene exposed only 12.6 particles per image
(Figure 6A). These numbers are slightly lower than those
observed with the hydrogel-covered carbon films without
HyCaNets. This can be explained by the fact that the
HyCaNets cover about 10—20% of the hole aperture. The
subdivision of 2 gm holes into smaller holes by the presence of
the HyCaNets improves the homogeneous distribution of the
protein complexes, further facilitating data acquisition. Very
similar results were obtained with the membrane protein ATP
synthase from Polytomella sp. (Figure 6B), which is difficult to
analyze by cryo-EM as it has a strong tendency to adsorb to the
carbon film.”*

To demonstrate that HyCaNets are useful for determining
the 3D structure of a large protein complex, we used complex I
from Y. lipolytica as a test specimen. By using 1463 particles, we
obtained a 3D electron density map at a resolution of 25 A
(Figure 7) that shows details of the quarternary structure of
this protein complex.”

186

—with HyCaNet  —without HyCaNet
200 4
<L
= 150 4
c
% 100
>
g 50 4
0 T - T J
0 1 2 3 4

time /s

Figure 5. Movement of gold nanoparticles in vitreous ice with and
without HyCaNets. (A) TEM image of gold nanoparticles in
vitrified ice acquired at 45° tilt, with the tilt axis indicated in red.
The distances between pairs of nanoparticles were analyzed, which
included one nanoparticle attached to the carbon substrate and the
other in the free-standing ice film. The scale bar is 100 nm. (B)
Dose-dependent movements of nanoparticles with HyCaNets and
glow-discharge-treated Quantifoil R2/2 grids. Average values were
calculated from 21 image stacks with and 20 image stacks without
HyCaNets. The measured displacements consist of movements in
the x—y plane as well as in the z direction. The electron dose was 2
¢ /(pixel X frame).

Figure 6. High-resolution cryo-EM image of mitochondrial
complex I from Y. lipolytica (A) and Polytomella ATP synthase
(B) vitrified with HyCaNets mounted on Quantifoil R2/2 grids.
Scale bars are 100 nm.

CONCLUSIONS

We demonstrate that the noncovalent functionalization of
holey carbon films with biorepulsive hydrogels by pyrene
derivatives facilitates specimen preparation for cryo-EM, in
particular, for detergent-solubilized membrane proteins. The
functionalization significantly improves the distribution of the
proteins in the film of vitrified water spanning the holes of the

DOI: 10.1021/acsnano.9b02651
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Figure 7. (Top) 3D density map of complex I from Y. lipolytica at
25 A resolution. Scale bar is 5 nm. (Bottom) Selected 2D class
averages.

carbon film, as the hydrogel prevents depletion of the proteins
by suppressing unspecific adsorption to the amorphous carbon
film. Further improvement was achieved by depositing a
network of SWCNTs, modified by the same pyrene derivatives,
which mechanically stiffens the amorphous ice film and
dissipates charge induced by the electron beam. With these
HyCaNets, the beam-induced particle movement is reduced by
up to 70%, improving the acquisition of high-resolution cryo-
EM images. Together, a better distribution of particles in the
holes and reduced beam-induced movement accelerate the
structure determination of proteins (and presumably other
particles) by cryo-EM, saving time and costs.

EXPERIMENTAL SECTION

Functionalization of Amorphous Carbon Films. Quantifoil
R2/2 grids were incubated in 0.1% solutions of the pyrene derivative
(PG-O-pyrene or (PG-O),-pyrene)) in water for at least 3 h, briefly
washed in water, and dried. Cryo-EM images were recorded and
processed as described previously.n

Solubilization of SWCNTs. SWCNTs (electric arc discharge
method, Sigma 750492) were solubilized at concentrations of 0.5 or 1
mg/mL in aqueous solutions (0.5 or 1%) of the pyrene derivative or
the detergent (see the Supporting Information for details) using a tip
sonifier (Branson Digital Sonifier 250D, 10% intensity, 90 min, 3 s on,
1 s off). Nonsolubilized and clustered SWCNTSs were removed by
centrifugation at 4000g for 10 min and 122000g (rotor: TLA120.2)
for 30 min, respectively.

Preparation of HyCaNet Grids. Thin SWCNT networks were
prepared using a modified procedure adapted from Wu et al™
Solubilized CNTs were diluted with a solution of 0.05% of the
respective pyrene derivative or detergent to a concentration with
OD600 = 0.01. For the preparation of HyCaNets, (PG-O),-pyrene
was used to solubilize SWCNTSs. A total of 10—20 mL of the diluted
SWCNTs was filtered through a nitrocellulose carrier, semidried, and
washed with doubly distilled H,O.

Chloroform-washed Quantifoil R2/2 grids were placed carbon side
up on a filter paper. A small piece of nitrocellulose with filter-
deposited SWCNT's was placed on top of the grid with the SWCNT's
facing the carbon film. The whole assembly was placed in an acetone
atmosphere until the nitrocellulose was dissolved. The grids were
washed excessively in several acetone baths and finally in methanol.
The resulting HyCaNet grids were incubated in 0.1% (PG-O),-pyrene
for at least 3 h, briefly washed in water, and dried.

Analysis of HyCaNet Grids by TEM. HyCaNet grids were
analyzed at room temperature in a FEI Tecnai Spirit transmission
electron microscope operating at an accelerating voltage of 120 kV.
Images were acquired using a Gatan 4k*4k CCD camera.

Preparation of Cryo-Samples and Cryo-EM. Mitochondrial
complex I from Y. lipolytica and ATP synthase dimers from
Polytomella sp. were purified as described previously.” Samples for
cryo-EM were prepared as described previously” with the difference
that the grids (Quantifoil R2/2) with and without HyCaNet were
incubated in 0.1% (PG-O),-pyrene for at least 3 h followed by
washing with water. Cryo-EM images were recorded and processed as
described previously.”

Evaluation of Beam-Induced Movement. Dose fractionation
movies of a vitrified sample with gold fiducials were recorded using an
FEI Tecnai Polara equipped with a Gatan K2 direct electron detector.
Movies were collected at 45° tilt with 40 frames in 8 s and a dose rate
of approximately 0.5 ¢ /A%,

To exclude stage movement, dose-dependent distances between
pairs of nanoparticles within a single image stack were measured
(Figure SA). Gold fiducials close to image corners at the left (carbon)
and the right (ice) were selected and manually tracked in each frame
of the movies. The absolute change of distance between two particles
based on the first frame was calculated for every frame, and the
average for all pairs of nanoparticles was calculated for horizontal and
vertical distances. Only horizontal distances were included. Error bars
indicate the standard deviation.
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Carbon nanomembranes (CNMs) are a class of two-dimensional materials, which are obtained by elec-
tron beam-induced crosslinking of aromatic self-assembled monolayers (SAMs) on solid substrates. CNMs
made from a single type of precursor molecule are uniform with homogeneous chemical and physical
properties. We have developed a method for the fabrication of internally patterned CNMs resembling a
key feature of biological membranes. Direct laser patterning is used to obtain multicomponent patterned
SAMs on gold, which are subsequently crosslinked by electron irradiation. We demonstrate that the struc-
ture of internally patterned CNMs is preserved upon transfer to different substrates. The method enables
rapid fabrication of patterned 2D materials with local variations in chemical and physical properties on
the micrometer to centimeter scale.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

A technologically interesting feature of biological membranes
is the formation of complex patterns by two-dimensional self-
assembly of biomolecular building blocks ina 5 nm thin lipid matrix
[1]. Self-assembled monolayers (SAMs) of thiols on gold have been
studied extensively as model systems for self-assembly and pat-
tern formation in two dimensions [2,3]. A variety of techniques
has been used to pattern SAMs including UV lithography [4,5],
microcontact printing [6], dip pen lithography [7], electron beam
lithography [8,9], and direct laser patterning [10-15]. Direct laser
patterning (DLP) of SAMs enables rapid fabrication of multicompo-
nent surface structures with lateral dimensions in the micrometer
to centimeter range [13], which is particularly useful for the fab-
rication of protein-surface [16] and cell-surface interfaces [17].
However, patterned thiol SAMs are not stable in the absence of
the gold support, which precludes their transfer as a continuous
membrane to another substrate.

* Corresponding author.
E-mail address: daniel.rhinow@biophys.mpg.de (D. Rhinow).

http://dx.doi.org/10.1016/j.apsusc.2017.07.303
0169-4332/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

It has been shown that SAMs of aromatic thiols can be
crosslinked by irradiation with low-energy electrons [18]. Upon
removal of the gold substrate, 1 nm thin free-standing carbon
nanomembranes (CNMs) were obtained [ 19-21]. Depending on the
aromatic precursor molecule, thickness and mechanical properties
of CNMs can be tuned [22]. Owing to their low thickness, CNMs
have been successfully applied as support films for transmission
electron microscopy of biological specimens [23,24]. Furthermore,
chemically patterned CNMs have been used as templates for the
fabrication of nanostructures such as polymer carpets [25] or bio-
hybrid assemblies [26].

CNMs made from a single precursor molecule are in principle
uniform. Selective electron beam-induced crosslinking of aromatic
SAMs, followed by exchange of thiols in the non-exposed areas
and subsequent crosslinking of the heterogeneous SAM has been
applied to fabricate chemically patterned CNMs [27]. A disadvan-
tage of this method is the fact that crosslinked areas cannot be
patterned multiple times. In this work, we used DLP to fabri-
cate internally patterned CNMs and transferred them to different
substrates. DLP enables rapid fabrication of chemically patterned
aromatic SAMs, which are subsequently crosslinked to form inter-
nally patterned ultrathin CNMs with locally varying chemical and
physical properties. Internally patterned CNMs were analyzed by X-
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BPT TPT NBPT NPT

Fig. 1. Fabrication of internally patterned CNMs by direct laser patterning. (A) A SAM of aromatic thiols is formed on a gold surface. The SAM consists of BPT molecules. A
focused laser beam (A =532 nm) is used to impart thermal energy to a confined area on the gold substrate causing desorption of aromatic thiols (B). (C) The gaps are filled
with a second thiol, in this case TPT. Irradiation with low-energy electrons causes crosslinking of the aromatic thiols. (D) Internally patterned CNM. (E) Aromatic thiols used
for the fabrication of patterned CNMs. BPT: 1'-Biphenyl-4-thiol; TPT: [1”,4',1,1]-terphenyl-4-thiol; NBPT: 4'-nitro-1,1"-biphenyl-4-thiol; NPT: naphthalene-2-thiol. Owing
to the generation of hydrogen radicals during crosslinking, the nitro groups of NBPT are converted to amino groups (4'-amino-1,1"-biphenyl-4-thiol: ABPT) [29].

ray photoelectron microscopy (XPS), scanning electron microscopy
(SEM) and helium ion microscopy (HIM).

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

1,1’-Biphenyl-4-thiol (BPT), [1”,4,1',1]-terphenyl-4-thiol (TPT),
and naphthalene-2-thiol (NPT) were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA), 4’-nitro-1,1’-biphenyl-4-thiol (NBPT) was
purchased from Taros Chemicals. Gold on silicon with titanium
adhesion layer was purchased from Georg Albert PVD (Silz,
Germany). Gold substrates suitable for subsequent transfer of
patterned CNMs were made by depositing 200 nm of gold onto
polished (100) silicon wafers. SAMs were formed by immersion in
10 mM solutions of aromatic thiols in organic solvents at room tem-
perature. We used acetone (BPT, TPT, NPT), heptane (BPT), toluene
(BPT, TPT), and dimethylformamide (NBPT) as solvents.

2.2. Direct laser patterning

DLP of aromatic thiols on gold was accomplished with a
frequency-doubled Nd:YVO, diode pumped solid state laser
(Explorer XP 532-5, Newport, USA) emitting 6 ns pulses (FWHM)
with a 50 kHz repetition rate at a wavelength of A =532 nm. Pho-
tons of this wavelength are absorbed by the gold surface only. The
laser beam was focused to a spot diameter of 15 pm. In previous
work, the optimum energy deposited to the sample was deter-
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mined to 111 MW/cm? [11]. The energy deposited to the sample
was adjusted with a polarizing beam splitter coupled to a polar-
izer. To optimize the patterning result, SAMs were patterned with
decreasing laser power. After laser irradiation, patterned SAMs
were immersed in a solution of the second thiol at room tempera-
ture.

2.3. Transfer of patterned CNMs

Damage-free transfer of CNMs was accomplished as described
previously [20]. For the transfer of the patterned CNM, the film
was protected with a double-layer of poly(methylmethacrylate)
(PMMA) by spin-coating. Then the gold was exfoliated by angular
dipping of the silicon wafer into water. The floating film on water
was transferred to different solutions using a piece of silicon wafer.
The gold was etched by placing the thin gold film on an aqueous
iodine solution (10 wt% potassium iodide, 2.5 wt% iodine in water).
Afterwards the PMMA-protected patterned CNM was placed on an
aqueous potassium iodide solution (10wt% potassium iodide in
water). Finally, the film was transferred to a substrate (silicon or
gold), the PMMA was removed by immersion in acetone for 2 h,
and the substrate was dried in a stream of nitrogen.

2.4. Scanning electron microscopy (SEM)

Samples were analyzed in a Zeiss Auriga at an acceleration volt-
age of 5 kV using the in-lens detector for secondary electrons.
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Fig.2. Incorporation of NBPT into a BPT SAM with and without DLP. (A) XP spectrum
obtained from a BPT SAM after laser irradiation and subsequent immersion in a
solution containing NBPT for 72 h. The spectrum reveals the N 15 peak at 405.7 eV
indicating the incorporation of NBPT. (B) XP spectrum of a BPT sample, which was
immersed in a solution containing NBPT for 72 h. The N 1 s peak is absent.

2.5. Helium ion microscopy (HIM)

Samples were imaged in a Zeiss Orion Plus at acceleration volt-
ages between 30 and 36kV and currents between 0.4-4pA. An
electron floodgun was used to mitigate electrostatic charging while
secondary electrons were detected with an Everhart-Thornley
detector.

2.6. X-ray photoelectron spectroscopy (XPS)

Samples were analyzed in an Omicron Multiprobe UHV system
using monochromatic Al Ko irradiation, a Sphera electron analyzer
with a resolution of 0.9 eV and an emission angle of 20°.

3. Results and discussion

Fig. 1 illustrates the use of DLP to fabricate internally patterned
CNMs consisting of crosslinked aromatic SAMs on a gold surface.
This approach enabled us to fabricate patterned CNMs from a vari-
ety of aromatic precursor molecules (Fig. 1E).

To confirm that laser irradiation leads to spatially selective
desorption of aromatic thiols by photothermal cleavage of the gold-
sulfur bond (Fig. 1A and B), we analyzed the incorporation of NBPT
into a BPT SAM with and without prior laser irradiation.

Fig. 2A shows XP spectra of a BPT SAM, which was irradiated
with a focused laser beam (A = 532 nm) and subsequently immersed
in a solution containing NBPT. The XP spectrum reveals the N 1s
signal at a binding energy of 405.7 eV, indicating the incorporation
of NBPT molecules into gaps formed by photothermal desorption
of BPT molecules. Our experiments are in accordance with previous

results obtained with DLP of NBPT SAMs [28]. Without prior laser
irradiation, immersion of a BPT SAM on gold in a solution containing
NBPT does not lead to incorporation of NBPT as confirmed by XPS
(Fig. 2B). This demonstrates that self-exchange of aromatic thiols
at room temperature is negligible at the time scale of a few days.

It is of critical importance that the structure of patterned SAMs
is preserved after electron beam-induced crosslinking. We ana-
lyzed a patterned BPT SAM, consisting of TPT lines written into
a BPT SAM, by HIM before (Fig. 3A) and after (Fig. 3B) crosslink-
ing with electrons. Fig. 3C shows an SEM image of the same sample
after crosslinking. Our experiments reveal that structure and chem-
ical contrast of patterned aromatic thiol SAMs are preserved after
crosslinking by electron irradiation.

Our experiments reveal that structure and chemical contrast
of patterned aromatic thiol SAMs are preserved after crosslink-
ing by electron irradiation. Furthermore, our analysis enables a
direct comparison of HIM and SEM as tools for imaging patterned
SAMs. SEM is suitable for the analysis of patterned SAMs as thi-
ols produce chemical contrast in the secondary electron image
in dependence of chain length, terminal groups, and acceleration
voltage [30-33]. Recently, HIM has been used to analyze mono-
layers on solid substrates [34,35]. Interestingly, the same pattern
appears with different contrast in HIM and SEM SE images. The
TPT lines appear with a dark center and a bright rim in the HIM
image (Fig. 3B), whereas in the SEM image TPT lines appear uni-
formly darker than the BPT matrix. This could be explained by the
fact that in the SEM most secondary electrons (SE) are generated
in the gold substrate and their contrast is determined by a stronger
attenuation in TPT, as compared to BPT. Conversely, contrast in the
HIM images is largely determined by SE generated in the organic
film and is more influenced by the film’s thickness and topogra-
phy. On the other hand, it may also be that local heating of the
gold substrate during DLP causes subtle rearrangements in the gold,
which cause changes in SE contrast in HIM images only, owing
to the high sensitivity of HIM towards surface chemistry. More
work on charge-particle interaction in molecular films is needed
to understand the subtle differences in the contrasts of HIM and
SEM images.

The formation of mechanically stable membranes was con-
firmed by successful transfer of internally patterned CNMs to other
substrates. Fig. 4A shows wetting patterns on a patterned CNM after
transfer to a gold substrate, observed by light microscopy upon
exposing the sample to humid air. Although quantitative descrip-
tion of wetting patterns is difficult, wetting is a fast method to
visualize chemical patterns by light microscopy. Areas containing
ABPT and BPT can be clearly distinguished in HIM (Fig. 4B) and SEM
(Fig. 4C) SE images of the same sample.

It has been shown earlier that DLP can be used to fabricate
patterned SAMs of arbitrary complexity [13]. We applied DLP to
fabricate internally patterned CNMs consisting of three different
types of aromatic molecules (Fig. 4D). Fig. 4D shows a SEM image
of a transferred patterned CNM consisting of patterns of BPT, TPT,
and NPT, which demonstrates that DLP enables the fabrication
of multicomponent patterned CNM. In difference to SE images of
crosslinked patterned SAMs, acquired before transfer to other sub-
strates (Fig. 3B and C), transferred membranes produce identical
contrast in HIM and SEM images (Fig. 4B and C). The mechanisms
behind contrast generation in HIM SE images of monolayers on solid
substrates require further elucidation.

4. Conclusions
We have demonstrated that DLP is a versatile tool for the fab-

rication of internally patterned CNMs. Like biological membranes,
patterned CNMs consist of distinct chemical domains, which cause
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Fig. 3. Analysis of patterned aromatic SAMs by HIM and SEM. Secondary electron (SE) HIM images of a patterned SAM before (A) and after (B) crosslinking by electron
irradiation. Apart from a small loss in contrast, the patterns are preserved. (C) SE SEM image of the sample after crosslinking. Scale bars are 100 pm.

Fig. 4. Structural analysis of patterned CNMs transferred to different substrates. (A) Wetting patterns observed by light microscopy after transfer to a gold substrate. The
CNM has been obtained by crosslinking of a NBPT SAM containing lines of BPT. Upon crosslinking, NBPT molecules were converted to amino-terminated molecules (ABPT)
[29].(B) The same sample imaged by HIM and SEM (C). Shown are SE images acquired at the edge of internally patterned CNMs. BPT lines appear darker than the ABPT matrix.
(D) SEM image of a patterned CNM, consisting of three aromatic precursor molecules, after transfer to a silicon substrate. Scale bars are 200 pm.

local variation of physical and chemical properties. Future work
should address the analysis of mechanical properties of patterned
CNM. This could be accomplished by methods, which enable local
determination of mechanical properties, such as atomic force
microscopy. Combining DLP of SAMs on a solid substrate with sub-
sequent crosslinking resembles a universal scheme for the rapid
fabrication of chemically patterned 2D materials with patterns
from the biologically relevant micrometer up to the centimeter
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scale thus widening the spectrum of available nanomembranes [36]
with technologically interesting properties.
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