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1. Einleitung  

 

In einem lebenden Organismus laufen ständig biologische Prozesse ab, welche diesen am 

Leben erhalten, aber auch dessen Tod herbeiführen können. Die biologischen Prozesse 

sind durch die Interaktion einer Fülle verschiedener Biomoleküle miteinander bestimmt, 

welche durch die Biochemie auf molekularer Ebene untersucht und beschrieben werden. 

Zu den Biomolekülen zählen neben einer Vielzahl kleiner organischer Verbindungen, die 

in einem Organismus vorkommen, auch Makromoleküle wie Polysaccharide, 

Nukleinsäuren oder Proteine. Viele Makromoleküle falten sich in eine definierte 

dreidimensionale Struktur, die für ihre biologische Funktion wichtig ist. Veränderungen 

der Biomoleküle oder der biologischen Abläufe, in welche diese involviert sind, können 

zur Erkrankung des Organismus führen. Allein die Veränderung der dreidimensionalen 

Struktur von Proteinen kann zu schweren Krankheiten wie Alzheimer oder Parkinson 

führen.1 Aus diesem Grund ist ein Verständnis der biologischen Vorgänge und die 

Kenntnis der Struktur der beteiligten Biomoleküle entscheidend, um die Entstehung von 

Krankheiten verstehen und verhindern zu können oder eine Therapie von Patienten zu 

ermöglichen.  

Eine Möglichkeit zur Aufklärung der Struktur eines Biomoleküls stellt die Kryo-

Transmissionselektronenmikroskopie (Kryo-TEM) dar. Seit 60 Jahren werden 

Elektronenmikroskope verwendet, um inerte Materialien mit hochfokussierten 

Elektronenstrahlen zu untersuchen. Die Aufnahme von hochauflösenden mikroskopischen 

Bildern von sensitiven biologischen Proben war jedoch aufgrund der hochenergetischen 

Strahlung lange nicht möglich.2 Die moderne Kryo-EM begann mit der 

Weiterentwicklung der Probenpräparation durch Dubochet et al., bei welcher die zu 

untersuchenden Biomoleküle in einer dünnen Schicht aus amorphem Eis ausgefroren 

werden. Hierdurch können deren Strukturen unter nahezu nativen Bedingungen mit einem 

Transmissionselektronenmikroskop (TEM) mit niedriger Elektronendosis beobachtet 

werden.3,4 Seitdem wurden Strukturen von Biomolekülen mit immer weiter verbesserter 

Auflösung publiziert. Seit 2013 nahm diese Entwicklung rasant zu, was insbesondere auf 

die Entwicklung einer neuen Generation von Elektronendetektoren und Verbesserungen 

in der Bildverarbeitung zurückzuführen ist. Die Aufnahme von Daten in bisher nicht 
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bekannter Qualität und die Möglichkeit, Elektronenstrahl-induzierte Bewegungen 

computerunterstützt zu korrigieren, führten zu Auflösungen besser als 3 Å.5 

Der im Jahr 2017 an Jacques Dubochet, Joachim Frank und Richard Henderson 

verliehene Nobelpreis für Chemie honorierte die Leistungen in der Weiterentwicklung der 

Kryo-EM. Trotz des Fortschrittes, welcher durch die neuen Entwicklungen erlangt 

werden konnte, ist die Strukturaufklärung vieler Biomoleküle schwierig, da die 

Herstellung qualitativ hochwertiger Proben, die sich für eine hochauflösende Mikroskopie 

eignen, schwierig ist. Viele Faktoren, wie die Reinheit der Probe, das Puffermedium oder 

intrinsische Eigenschaften der Biomoleküle, können zu Inhomogenitäten führen. Die 

Präparation einer homogenen Probe mit einer ausreichend hohen Proteinkonzentration ist 

oftmals eine Herausforderung.6 

Neben der Kenntnis der Struktur eines Biomoleküls sind die Wechselwirkungen von 

Biomolekülen untereinander zum Verständnis biologischer Prozesse auf molekularer 

Ebene von Bedeutung. Eine Möglichkeit zur Erforschung der Wechselwirkungen von 

Biomolekülen ist die Herstellung biomimetischer Oberflächen. Diese Oberflächen ahmen 

eine biologische Vorlage nach und ermöglichen die Betrachtung der Interaktion der 

nachgebildeten Oberflächen mit anderen Biomolekülen. Anschließend können die daraus 

gewonnenen Erkenntnisse wieder auf  die biologische Vorlage übertragen werden. 

Hierdurch werden die Untersuchungen von Protein-Oberflächen-Wechselwirkungen 

sowie von den dabei zugrundeliegenden Adhäsionsmechanismen möglich.7 

Beispielsweise wurde eine Oberfläche hergestellt, welche die Kohlenhydratoberfläche 

einer Zelle nachahmt und zusätzlich eine photochemische Schaltung der 

Kohlenhydrateinheiten ermöglicht. Die Adhäsion eines Bakteriums an diese Oberfläche 

konnte aufgrund der Wechselwirkung von bakteriellen Proteinen mit den 

Kohlenhydrateinheiten photochemisch gesteuert werden.8 Derartige Systeme erlauben, 

ein tieferes Verständnis für die molekularen Prozesse in biologischen Systemen zu 

entwickeln. 

In dieser Arbeit werden Projekte beschrieben, welche neuartige Materialien zur 

Untersuchung von Biomolekülen, insbesondere Proteinen, entwickeln. Ein Teil dieser 

Arbeit beschäftigt sich mit Materialien, welche die Präparation von Biomolekülen zur 

Bestimmung ihrer Struktur mittels Kryo-TEM vereinfachen. Ein anderer Teil beschäftigt 
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sich mit biomimetischen Materialien, welche die Struktur eines Biomoleküls oder eines 

Ensembles von Biomolekülen nachahmen und deren Untersuchung ermöglichen. 

 

1.1. Elektronenmikroskopie  

 

In der Elektronenmikroskopie wird die zu untersuchende Probe mithilfe von Elektronen 

abgebildet, wobei es zwei hauptsächlich verwendete Arten von Elektronenmikroskopien 

gibt: Die Rasterelektronenmikroskopie (REM; scanning electron microscopy, SEM) und 

die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).  

Die REM ist eine Methode zur Untersuchung von Oberflächen, 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 Oberfläche erhalten. In der TEM wird die zu 

untersuchende Probe von einem Elektronenstrahl durchstrahlt und, vergleichbar zu einem 

Lichtmikroskop, auf einem Flächendetektor abgebildet. Die REM erreicht Auflösungen 

im Bereich weniger Nanometer,9 wohingegen die TEM sogar Auflösungen von etwa 

einem Ångström ermöglicht.10 

Generell wird beim Arbeiten mit freien Elektronen in einem Elektronenmikroskop ein 

Vakuumsystem benötigt, um Zusammenstöße der Elektronen mit Gasmolekülen zu 

vermeiden  und Bauteile, wie die Elektronenquelle, zu schützen. Es gibt verschiedene 

Methoden, um den für die Elektronenmikroskopie benötigten Elektronenstrahl zu 

erzeugen. Häufig verwendete Elektronenquellen basieren auf der thermischen Emission 

von Elektronen (Wolfram-Haarnadelkathode oder Lanthanhexaborid (LaB6)-Kathode) 

oder dem Anlegen einer hohen Spannung an eine dünne Metallspitze 

(Feldemissionskathode). Anschließend werden die aus der Kathode ausgetretenen freien 

Elektronen im elektrischen Feld beschleunigt.9,10 

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 ausübt und diese zur 

optischen Achse lenkt. In der TEM ist aufgrund der kleinen Wellenlänge eines 

beschleunigten Elektrons gemäß der Theorie von Abbe11 eine Auflösung von wenigen 
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Picometern möglich. Im Gegensatz zu einem Lichtmikroskop kommen jedoch keine 

geschliffenen, optischen Linsen, sondern elektromagnetische Elektronenlinsen zum 

Einsatz. Es ist nicht möglich, eine fehlerfreie elektromagnetische Elektronenlinse zu 

verwirklichen. Dies führt dazu, dass in der Elektronenmikroskopie Abbildungsfehler ein 

größeres Problem darstellen und das Auflösungsvermögen eines Elektronenmikroskops 

herabgesetzt wird.10 Anschließend 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 über 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 (siehe 

Abbildung 1).9  

Verschiedene Prozesse führen zu den von der Probe ausgehenden Elektronen. 

Hauptsächlich werden jedoch die von der Probe zurückgestreuten Elektronen und 

emittierten Sekundärelektronen zum Abbilden der Probe genutzt. Trifft der 

Primärelektronenstrahl auf die Probe, kommt es zu elastischen und inelastischen Stößen 

mit den Atomen in der Oberfläche. Bei der elastischen Streuung von Elektronen an der 

Probe werden die Elektronen mit praktisch gleicher kinetischer Energie von der Probe 

zurückgestreut. Das bedeutet, die Energie dieser rückgestreuten Elektronen liegt im 

Bereich mehrerer keV. Stoßen die Elektronen inelastisch mit Atomen in der Oberfläche 

zusammen, kommt es zur Erzeugung von Sekundärelektronen.  Sekundärelektronen 

entstehen durch das Herauslösen von schwach gebundenen Elektronen aus dem 

Festkörper und besitzen üblicherweise eine kinetische Energie im Bereich weniger 

Elektronenvolt. Zur Detektion werden häufig Elektronenszintillationsdetektoren oder 

Halbleiterdetektoren verwendet.9 
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Abbildung 1: Aufbau eines Rasterelektronenmikroskopes: Der Elektronenstrahl wird durch magnetische Linsen 
fokussiert und auf die Probe abgelenkt (Primärelektronenstrahl). Die von der Probe ausgehenden Elektronen 
(rückgestreute und Sekundärelektronen) können 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.10 

Beim Durchgang durch die Probe werden die Elektronen durch elastische und inelastische 

Stöße 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.12 In der Kryo-EM biologischer Moleküle, 

welche aus leichten Elementen (kleine Kernladungszahl) bestehen, wird hauptsächlich der 

Phasenkontrast zur Bilderzeugung verwendet.13  

Hinter der Probe befindet sich ein weiteres elektromagnetisches Linsensystem (Objektiv 

und Projektive). Dieses erzeugt ein vergrößertes 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 

anschließend zur standardmäßig computerunterstützen Analyse digitalisiert werden 

müssen.10,13 

 

 

Abbildung 2: Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops (TEM), TEM-Netz und Rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahme eines amorphen Kohlenstofflochfilms14 (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 vergrößert das Bild der Probe und bildet es auf einem Bildschirm ab. Die zu 
untersuchenden Biomoleküle (Probe) werden auf einem amorphen Kohlenstofflochfilm, welcher von einem 
TEM-Netz gestützt wird, präpariert. 

 

Die Probe wird auf einem kreisförmigen TEM-Netz mit einem Durchmesser von 3 mm 

präpariert und in dem Probenhalter fixiert. Das Metallnetz hat üblicherweise eine 

Maschengröße von einigen 10 bis zu mehreren hundert Mikrometern. Für TEM an 

Biomolekülen haben sich zudem amorphe Kohlenstofflochfilme als Trägermaterial 

bewährt.  

 

1.2. Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie von Biomolekülen 

 

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

einem nahezu nativen Umfeld. Die Methode ermöglicht hierdurch die Auflösung 
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Molekularer Strukturen von Biomolekülen, wodurch ein Verständnis für biologische 

Abläufe entwickelt werden kann.2 

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

können, muss diese zunächst in geeigneter Weise präpariert werden. 

 

1.2.1. Probenpräparation für die Kryo-TEM 

 

Die Präparation von Biomolekülen für die Kryo-TEM erfolgt üblicherweise auf einem 

TEM-Netz, das mit einem Lochfilm bedeckt ist. Je nach Probenanforderung sind TEM-

Netze aus verschiedenen Materialien (Kupfer, Gold, Molybdän, Siliziumnitrid oder 

Siliziumoxid) erhältlich. Die darauf liegenden Lochfilme bestehen üblicherweise aus 

Kohlenstoff, aber auch Gold oder Siliziumverbindungen finden hier Anwendung. 

Außerdem kommen verschiedene Lochgrößen und Geometrien zum Einsatz. Je nach 

Probeneigenschaften oder Anforderungen des Experiments muss das Netz-Material oder 

die Lochgeometrie angepasst werden. Aufgrund der Haftungseigenschaften der 

Biomoleküle kann es zusätzlich notwendig sein, den Lochfilm vorzubehandeln (z.B. 

mittels Plasma), um eine optimale Verteilung der Biomoleküle in der Eisschicht zu 

erhalten.15 Von entscheidender Bedeutung ist auch die Vorbereitung der zu 

mikroskopierenden Probe. Diese sollte möglichst nur das zu untersuchende Biomolekül 

enthalten, um eine homogene Kryo-Probe zu erhalten. Hierfür sind oftmals viele 

Reinigungsschritte notwendig.6  

Die Biomoleküle werden in einer vorzugsweise dünnen Schicht aus amorphem Eis 

(<20 nm)16 in den Löchern des Trägermaterials fixiert. Hierfür muss die wässrige Probe 

schnell (∼106 °C/sec) gefroren werden.3 Dies ist notwendig, um die Ausbildung von 

Eiskristallen zu vermeiden und einen amorphen Eisfilm zu erhalten. Eiskristalle sind im 

TEM sichtbar17 und erschweren oder verhindern hierdurch die Mikroskopie des zu 

untersuchenden Biomoleküls. Außerdem kann ein langsames Frieren biologischer Proben 

Einfluss auf die Struktur der enthaltenen Biomoleküle haben und diese verändern.18 Es 

wird darauf geachtet, dass die Eisschicht nicht zu dick ist, um eine optimale Dichte an 

Biomolekülen im Eis zu erhalten (siehe Abbildung 3). 
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Abbildung 3: Präparierte Kryo-Probe: Die Biomoleküle sind in einer dünnen Schicht aus amorphem Eis, 
welches das Loch eines Kohlenstofflochfilms überspannt, fixiert.  

 

In Abbildung 4 ist die Präparation von Kryo-Proben dargestellt. Hierzu wird eine kleine 

Menge der Probenlösung, welche das Biomolekül gelöst in einem Puffermedium enthält, 

auf das Netz aufgetragen. Unter genau kontrollierten Bedingungen wird überschüssige 

Lösung durch Kontakt mit einem Filterpapier entfernt (sog. „Blotting“). Abschließend 

wird die Probe sofort durch Eintauchen in ein flüssiges Kryogen (häufig flüssiges Ethan) 

gefroren und in einen gekühlten Kryo-Halter überführt.15 

 

 

Abbildung 4: Probenpräparation für die Kryo-TEM: Die Probe wird auf einem Lochfilm, welcher auf einem 
TEM-Netz fixiert ist, aufgetragen. Anschließend wird überschüssige Lösung durch kurzen Kontakt mit einem 
Filterpapier entfernt und die Probe rasch eingefroren.15 

 

1.2.2. Trägermaterialien für die Kryo-TEM 

 

An Trägermaterialien für die Kryo-Elektronenmikroskopie werden spezielle 

Anforderungen gestellt. Idealerweise sind die Materialien bei den tiefen Temperaturen, 

bei denen das Experiment durchgeführt wird, leitfähig, um Ladungen abführen zu 

können. Hierdurch werden Aufladungseffekte, welche zu einer Unschärfe des Bildes 



 

9 
 

führen, vermieden. Werden kontinuierliche Filme verwendet, sollten die Materialien 

möglichst dünn sein (im Optimalfall eine Atomlage dick), um das Rauschen aufgrund 

inelastischer Streuung der Elektronen gering zu halten. Außerdem müssen die Materialien 

im Elektronenstrahl relativ stabil sein. Graphen bietet diese Eigenschaften und ist in 

dieser Hinsicht ein optimaler Trägerfilm,19 aber auch andere Materialien, wie amorphe 

Kohlenstofffilme, Kohlenstoffnanomembranen20 (engl. Carbon nanomembranes, CNMs) 

oder organische Filme,21–23 eignen sich. 

 

1.2.2.1. Amorphe Kohlenstoffschichten 

 

Amorphe Kohlenstofflochschichten sind das am häufigsten verwendete Material zur 

Präparation biologischer Proben für die Kryo-TEM. Es finden sowohl kontinuierliche als 

auch löchrige Kohlenstofffilme Anwendung. Diese Lochfilme können durch 

Photolithographie hergestellt werden. Hierfür 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 übertragen. Im Vakuum wird 

eine Schicht Kohlenstoff auf dem Photolack aufgebracht. Abschließend wird der 

Photolack entfernt und hierdurch ein TEM-Netz erhalten, welches mit dem strukturierten 

Kohlenstofflochfilm beschichtet ist.24 

In Abhängigkeit des Herstellungsverfahrens und des Alters der Kohlenstoffschichten 

unterscheiden sich deren Eigenschaften. Gleichermaßen variiert die Affinität der 

Biomoleküle zu der hydrophoben Oberfläche des amorphen Kohlenstoffes stark, 

weswegen häufig eine Modifizierung der Oberfläche notwendig ist. Die 

Oberflächeneigenschaften können durch UV-Licht- oder Plasmabehandlung, aber auch 

durch Beschichtung mit Poly-L-lysin oder Detergentien angepasst werden. Das jeweilige 

Verfahren ermöglicht, die Verteilung der Partikel in den Löchern des Kohlenstofffilms zu 

verändern. Das Vorgehen muss jedoch für jede Probe individuell optimiert werden, um 

eine optimale Verteilung der Biomoleküle zu erreichen.6,25 
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1.2.2.2. Kohlenstoffnanomembranen 

 

Kohlenstoffnanomembranen (CNMs) sind zweidimensionale Kohlenstoffschichten mit 

einer hohen mechanischen Stabilität und einer Dicke von etwa einem Nanometer. Eine 

Möglichkeit zur Herstellung von CNMs ist die Bestrahlung von Oligophenyl-basierten 

selbstanordnenden Monolagen (SAMs, siehe Kapitel 1.3.) mit Elektronen, wodurch es zur 

Quervernetzung der einzelnen Moleküle kommt. Außerdem werden funktionelle Gruppen 

in den SAMs von der Bestrahlung mit Elektronen beeinflusst, so werden bspw. 

Nitrogruppen zu Aminogruppen reduziert (siehe Abbildung 5). Die Verwendung 

funktioneller Kopfgruppen ermöglicht aber auch eine Funktionalisierung der 

Nanomembran. Mithilfe von Elektronen- und EUV-Lithographie oder durch die 

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

strukturieren.26–28 

 

 

Abbildung 5: Herstellung von Kohlenstoffnanomembranen durch Elektronenbeschuss einer selbstanordnenden 
Monolage. Durch den Beschuss mit Elektronen werden Nitrogruppen zu Aminogruppen reduziert.27 

 

CNMs können von dem Substrat, auf welchem sie quervernetzt wurden, abgelöst und auf 

TEM-Netze übertragen werden. Somit können freistehende Membranen erhalten werden. 

Diese eignen sich insbesondere aufgrund ihrer geringen Dicke bei gleichzeitig hoher 

mechanischer Stabilität als Trägermaterial für die TEM.20,29–31 Werden CNMs im 

Ultrahochvakuum stark erhitzt, kommt es zu einer Umlagerung von Atomen, wodurch 

sich die Leitfähigkeit erhöht (conductive carbon nanomembrane, cCNM). Die erhöhte 

Leitfähigkeit ist im TEM-Experiment von Vorteil, da hierdurch Aufladungseffekte 

verringert werden.20  
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1.2.2.3. Polymere Nanomembranen 

 

Eine Vielzahl organischer Moleküle wurde für die Herstellung polymerer 

Nanomembranen verwendet. Es konnten bereits freistehende Membranen erhalten 

werden, welche im TEM untersucht wurden.22,23,32–34 Nachteile polymerer Nano-

membranen sind ihre schlechte elektrische Leitfähigkeit und die häufig große Dicke.15 

Die organischen Filme können durch chemische Quervernetzung einzelner Moleküle auf 

einer Oberfläche hergestellt und anschließend transferiert werden.7 

Ein Beispiel hierfür ist eine Polyethylenglykol(PEG)-basierte Nanomembran (siehe 

Abbildung 6). Zu deren Fabrikation wird eine Mischung eines Epoxy- und eines Amino-

terminierten PEG-Derivates auf eine Oberfläche aufgebracht und durch Erwärmen zur 

Reaktion gebracht. Anschließend kann das quervernetzte Polymer als Membran von dem 

Substrat abgehoben werden. Hierdurch können freistehende Membranen mit einer Dicke 

von 10 - 350 nm oder mehr erhalten werden.22 

 

 

Abbildung 6: PEG-basierte polymere Nanomembran:22 Die beiden reaktiven Polymerbausteine werden durch 
Erhitzen zur Reaktion gebracht und bilden ein quervernetztes EG-Polymer. Wird dieser Vorgang kontrolliert 
auf einem geeigneten Substrat durchgeführt, können polymere Nanomembranen erhalten werden. 

 

1.2.3. Strukturberechnung von Biomolekülen mittels Kryo-TEM 

 

Für die Berechnung der Struktur von Biomolekülen werden TEM-Aufnahmen mit 

hochenergetischen Elektronen von den Partikeln in den Löchern des Lochfilms 
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gesammelt. Die Verwendung einer hohen Beschleunigungsspannung und einer geringen 

Elektronendosis hilft Schädigungen des sensitiven, biologischen Materials zu vermeiden, 

da hierdurch die Ionisationswahrscheinlichkeit abnimmt. Die Qualität der 

mikroskopischen Aufnahmen ist entscheidend für die Auflösung und die Qualität der 

Struktur, die aus ihnen bestimmt wird. 

Zur Bestimmung der Struktur von Biomolekülen wird die single particle analysis (SPA) 

verwendet. Hierbei handelt es sich um ein computerunterstütztes Verfahren, in welchem 

verschiedene Orientierungen vieler Proteine gemittelt werden. Aufgrund der vielen 

Ansichten der Partikel ist es möglich, die dreidimensionale Struktur des Biomoleküls aus 

der zweidimensionalen Projektion zu berechnen.  

 

 

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

 

Die SPA unterscheidet sich hiermit von der Tomographie, bei der viele Ansichten 

desselben Biomoleküls 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 Biomolekül eingestrahlt. Dies führt dazu, dass bei 

sensitivem biologischen Proben mit einer geringen Elektronendosis gearbeitet werden 

muss, um eine Schädigung der Probe zu minimieren, was wiederum zu einem geringeren 

Kontrast in der Aufnahme führt.  In der SPA verteilt sich die Elektronendosis auf die in 

verschiedenen Orientierungen vorliegenden Biomoleküle, weswegen hier mit deutlich 

höheren (ein bis zwei Größenordnungen) Elektronendosen gearbeitet werden kann.15  

In der SPA ist wichtig, dass nur gleichartige Biomoleküle für die Berechnung verwendet 

werden. Außerdem geht die Methode von der Annahme aus, dass die dreidimensionale 

Struktur der Objekte korrekt durch die zweidimensionalen Projektionen dargestellt wird. 

Typische SPA Datensätze bestehen aus vielen tausend mikroskopischen Aufnahmen, in 

denen wiederum bis zu tausend Projektionen des Biomoleküls in verschiedenen 

Orientierungen enthalten sein können. Bei der anschließenden Mittelung der vielen 

Projektionen steigt das Signal-zu-Rausch Verhältnis deutlich an. Alle Projektionen 

werden anhand ihrer Orientierung sortiert und eine dreidimensionale Struktur des 

Biomoleküls berechnet. Weiterhin gibt es eine Vielzahl an Methoden, die Datensätze 

durch eine geeignete Nachbearbeitung zu optimieren.15 

 

1.3. Selbstanordnende Monoschichten  

 

Eine wichtige Methode zur gleichmäßigen Beschichtung von Oberflächen, die 

beispielsweise für die Herstellung von Membranen weiter prozessiert werden sollen, sind 

Selbstanordnende Monoschichten (engl. self-assembled monolayers, SAMs). SAMs 

stellen eine Möglichkeit zur gezielten Funktionalisierung von Oberflächen mit 

organischen Molekülen dar. Durch kovalente Bindung der oberflächenaktiven Moleküle 

an das Substrat und nachfolgende Selbstanordnung aufgrund intermolekularer 

Wechselwirkungen können oft hochgeordnete Monoschichten entstehen. 

Ein SAM-bildendes Molekül besteht aus einer Ankergruppe, einem Spacer und einer 

Kopfgruppe. Die Ankergruppe bindet an das Substrat und ist über einen Spacer an die 

Kopfgruppe gebunden (siehe Abbildung 8). Die Kopfgruppe kann unterschiedlich 

funktionalisiert werden und ermöglicht hierdurch, die Eigenschaften der Oberfläche in 

einem weiten Bereich zu variieren. Zur Bildung einer SAM muss die Ankergruppe eine 
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kovalente Bindung mit dem Substrat eingehen können. Hierfür wurden eine Reihe 

verschiedener Systeme entwickelt. Das am besten untersuchte System sind 

Organothiolate auf Goldoberflächen. Zur Abscheidung eines SAMs wird das Substrat 

einer verdünnten Lösung oder dem Dampf der SAM-bildenden Verbindung ausgesetzt 

(siehe Abbildung 8).36  

 

 

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

 

Zur Bildung von SAMs auf Basis der Schwefel-Gold-Bindung können verschiedene 

reaktive Schwefelverbindungen wie Alkan- oder Arenthiole verwendet werden. 

Außerdem ist es möglich, die jeweiligen Disulfide zu verwenden.36 Thiolat-SAMs 

besitzen nur eine mäßige thermische Beständigkeit37 (Abbau ab ca. 100 °C) und können 

an Luft oxidieren.38,39 

Eine gängige Methode zu Abscheidung von SAMs auf Gold besteht darin, das 

Goldsubstrat in eine verdünnte ethanolische Lösung (≈ 1-10 mM) der SAM-bildenden 

Spezies einzutauchen und diese für 12-18 Stunden bei Raumtemperatur einwirken zu 

lassen.40 In Abhängigkeit von dem zu immobilisierenden Molekül, können jedoch 

Abweichungen bei der Einwirkzeit, der Temperatur oder der Konzentration nötig sein.  
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Als Goldsubstrat dient in der Regel eine auf einem Trägermaterial (z.B. Siliziumwafer) 

aufgebrachte Gold (111)-Oberfläche. Diese thermodynamisch begünstigte Oberfläche hat 

sich für die Herstellung von SAMs etabliert, da sie sich leicht herstellen lässt.41  

Die erhaltenen Schichten sind häufig nicht defektfrei. Bei den Defekten handelt es sich 

z.B. um einzelne fehlende Moleküle (sog. pinholes) oder ganze Reihen fehlender 

Moleküle sowie fehlgeordneten Domänen. Neben den Abscheidebedingungen sind die 

Eigenschaften der Moleküle für die Ordnung der SAMs entscheidend. Insbesondere die 

Spacerlänge entscheidet, ob ein stark fehlgeordneter SAM entsteht, da kürzere 

Kettenlängen zu weniger stabilisierenden Wechselwirkungen führen.40  

 

1.4. Adsorption von Proteinen an Oberflächen 

 

Die Eigenschaften, welche eine Oberfläche besitzt, sind auch entscheidend für die 

Anlagerung von Proteinen. Proteine besitzen hydrophile und hydrophobe Untereinheiten, 

was es ihnen ermöglicht, an einer Vielzahl von Oberflächen zu adsorbieren. Hierbei 

können sie über viele Stellen eine Fülle an Wechselwirkungen mit der jeweiligen 

Oberfläche ausbilden und sich dadurch fest an diese anlagern.42 Die Art der 

Wechselwirkung hängt von der Beschaffenheit der Oberfläche ab. So lagern sich 

beispielsweise hydrophobe Seitenketten an hydrophobe Oberflächen an. Außerdem 

können die adsorbierenden Proteine die auf der Oberfläche befindlichen Wassermoleküle 

verdrängen. Dieser Vorgang ist entropisch begünstigt, da sich die Wassermoleküle 

danach frei bewegen können und somit mehr Freiheitsgrade erhalten.43 

Der Adsorptionsvorgang von Proteinen an Oberflächen kann in mehrere Schritte unterteilt 

werden (siehe Abbildung 9), wobei sich zunächst das Protein der Oberfläche nähert und 

erste Wechselwirkungen ausbildet. Anschließend verdrängt das Protein die an der 

Oberfläche angelagerten Wassermoleküle und lagert sich unter Beibehaltung seiner 

nativen Form reversibel an die Oberfläche an. Am Ende kommt es zu einer 

Konformationsänderung, wodurch das Protein denaturiert und so die Wechselwirkungen 

mit der Oberfläche maximiert. Das Protein ist so irreversibel an der Oberfläche 

angelagert.44  
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Abbildung 9: Proteinanlagerung an eine Oberfläche: Das Protein nähert sich der Oberfläche und adsorbiert 
zunächst reversibel, wobei die an der Oberfläche angelagerten Wassermoleküle verdrängt werden. Anschließend 
kommt es zur Konformationsänderung (Denaturierung) und das Protein adsorbiert irreversibel an der 
Oberfläche.44 

 

1.5. Adhäsion von Bakterien an Oberflächen 

 

Für die Entstehung von Infektionen ist die Bakterienadhäsion ein essentieller Schritt. 

Deswegen ist das Unterbinden der bakteriellen Adhäsion, gerade bei zunehmenden 

Antibiotikaresistenzen, ein stark wachsendes Forschungsgebiet.45,46 

Es wird grundsätzlich zwischen zwei Arten der Bakterienadhäsion unterschieden, die 

aktive und die passive Adhäsion. Bei der aktiven Adhäsion haften nur die lebenden 

Mikroben an der Oberfläche, das heißt, es bedarf einer physiologischen Aktivität zur 

Anlagerung. Bei der passiven Adhäsion kann eine Anhaftung auch im abgestorbenen 

Zustand erfolgen.47 

Der Mechanismus der aktiven Adhäsion läuft bei den meisten Bakterien in zwei Schritten 

ab (siehe Abbildung 10). Im ersten Schritt sondern die Bakterienstämme Haftproteine ab, 

um durch diese mit der Oberfläche wechselwirken zu können. Im zweiten Schritt 

verwenden die Bakterien fadenförmige Fortsätze (Flagellen, Fimbrien, Pili) um sich mit 

Hilfe dieser Proteine zu verankern.48 Um sich vor Umwelteinflüssen zu schützen sondern 

die sessilen Bakterien dann extrazelluläre polymere Substanzen (EPS) ab, welche sie 

umhüllen. EPS bestehen hauptsächlich aus Polysacchariden, enthalten aber auch Proteine, 

Nukleinsäuren, Peptidoglycane oder Lipide. Die Gesamtheit von EPS und aggregierten 

Bakterien bezeichnet man als Biofilm.45,49,50 
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Abbildung 10: Bakterienadhäsion mit anschließender Biofilmbildung: Zunächst sondert das Bakterium 
Haftproteine ab, welche es ihm im Anschluss ermöglichen, leicht an der Oberfläche zu adhärieren. Haben sich 
Bakterien an die Oberfläche angelagert, produzieren sie extrazelluläre polymere Substanzen, um sich vor 
Umwelteinflüssen zu schützen. 

  

1.6. Biorepulsive Oberflächen  

 

Die unkontrollierte Ansammlung von Biomaterial auf Oberflächen, welche in Kontakt 

mit einem biologischen Medium stehen, schränkt deren Funktionalität ein und führt zur 

Anlagerung weiteren Biomaterials.51 Um die Bildung eines derartigen Biofilmes zu 

verhindern, wurden mehrere Oberflächenbeschichtungen entwickelt. Diese basieren 

häufig auf der Unterdrückung der Adsorption von Proteinen, da viele Biofouling-Prozesse 

mit deren Anlagerung beginnen.51 Außerdem finden Beschichtungen Verwendung, 

welche giftig für Mikroorganismen sind und hierdurch deren Wachstum unterdrücken. So 

fanden hydrophobe, hydrophile und nanostrukturierte Oberflächen sowie anti-fouling 

Lackierungen Anwendung, welche beispielsweise Tributylzinnoxid oder andere Biozide 

enthalten.52,53 Große Aufmerksamkeit erhielten umweltfreundliche, polymere 

Beschichtungen, wie Polyglycerol (PG),54–57 Polyethylenglykol (PEG),43,58–62 

Phospholipide51,63 oder Polysaccharide,51,64 welche Hydrogele ausbilden können und 

hierdurch die Bildung eines Biofilmes verhindern. Wichtig ist, dass die biorepulsive 

Beschichtung unter den vorgesehenen Einsatzbedingungen ausreichend stabil ist.65 

Insbesondere Polymere wie PEG oder PG, welche in Verbindung mit Wasser Hydrogele 

ausbilden, haben sich zur biorepulsiven Oberflächenbeschichtung bewährt.55,66–69 

Beobachtungen zeigten, dass der Entropiegewinn aus der Hydratation dieser Oberfläche 

größer ist als deren intermolekulare Wechselwirkungen mit dem Protein. Durch die 

Anlagerungen des Proteins an das Hydrogel wird dessen Beweglichkeit eingeschränkt, 

was zu einer Reduktion der Freiheitsgrade führt, was wiederum entropisch nachteilig ist. 
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Die Interaktionen der Proteine mit der Hydrogeloberfläche über Wasserstoff-

brückenbindungen, Van-der-Waals und elektrostatische Wechselwirkungen werden 

eingeschränkt und die Adhäsion vermindert.43,62,70,71 

 

1.6.1. Polyglycerolschichten 

 

Polyglycerol ist aufgrund seiner hohen Biokompatibilität und gleichzeitig biorepulsiven 

Eigenschaften in den Fokus der Forschung gerückt.55,72 PG wird durch die Polymerisation 

von Glycidol (2,3-Epoxy-1-propanol) erhalten, wobei lineare oder hyperverzweigte 

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

Reaktionsbedingungen gesteuert werden.73,74 

 

 

Abbildung 11: Polymerisation von Glycidol zu Polyglycidol: a) Angriff eines Nukleophils (Nuc) am C1-Atom 
eines Glycidolmoleküls. Das gebildete Alkoholat-Anion reagiert mit weiteren Glycidolmolekülen zu Polyglycidol. 
Es ist jedoch möglich, dass es zu einem Protonentransfer kommt, wodurch 1,3- und 1,4-verknüpftes Polyglycidol 
entstehen kann. b) Angriff eines Nukleophils (Nuc) am C2-Atom eines Glycidolmoleküls und anschließende 
Kettenfortpflanzung. 
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Das Epoxid wird durch einen nukleophilen Angriff an der äußeren, niedriger 

substituierten Seite (C1-Atom) geöffnet, wodurch es zur Bildung eines Alkoholat-Anions 

kommt (siehe Abbildung 11, a). Allerdings ist die sterische Hinderung am höher 

substituierten Kohlenstoffatom (C2-Atom) nicht groß genug, um einen Angriff vollständig 

zu verhindern, weswegen es möglich ist, dass der Angriff auch dort erfolgt (siehe 

Abbildung 11, b).75 Das gebildete Alkoholat-Anion kann als Nukleophil mit weiteren 

Glycidol-Molekülen reagieren und so das Polymer in einer Kettenreaktion aufgebaut 

werden. Eine weitere Möglichkeit ist die Wanderung des Protons der Hydroxygruppe, 

wodurch das Sauerstoffatom der Hydroxygruppe als Nukleophil reagieren kann (siehe 

Abbildung 11, a).73,76 Zusätzlich können inter- und intramolekulare Protonentransfers 

stattfinden.73  

Es gibt verschiedene Möglichkeiten, eine Oberfläche mit PG zu beschichten und 

hierdurch biorepulsiv zu funktionalisieren. Auf Oberflächen von Materialien mit einer 

nativen Oxidschicht, wie Aluminium, Stahl oder Silizium, kann PG durch eine 

ringöffnende, anionische Polymerisation aufgewachsen werden. Das Glycidol wird in 

diesem Fall nukleophil von einem Sauerstoffatom aus der Oxidschicht angegriffen, 

welche als Initiator für die Kettenreaktion dient. Mit diesem Verfahren lassen sich viele 

Nanometer dicke PG-Schichten auf Oberflächen polymerisieren (siehe Abbildung 12, a). 

Für eine vollständige Biorepulsivität gegenüber Proteinen sind Schichtdicken von etwa 

5 nm auf den oxidischen Oberflächen nötig.66,77,78 

Außerdem kann Glycidol auf zuvor nukleophil funktionalisierten Oberflächen 

aufgewachsen werden.78,79 Ein Beispiel ist die Polymerisation auf Aluminium, auf 

welchem zuvor eine Monolage 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) aufgebracht 

wurde.67 Die nukleophile Aminogruppe des APTMS kann anschließend als Initiator für 

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

Eine weitere Strategie zur Beschichtung von Oberflächen mit PG ist die 

Funktionalisierung der PG-Polymere mit reaktiven Gruppen, welche eine direkte 

Anbindung an eine Oberfläche ermöglichen.80–84 Diese Methode ermöglicht eine exakte 

Kontrolle der PG-Dendrimere, welche auf der Oberfläche angebracht werden, da die 

Polymerbausteine zuvor definiert hergestellt werden können. Ein Beispiel hierfür ist die 

Funktionalisierung von PG mit einem Disulfid, welches anschließend als Monolage auf 

einer Goldoberfläche abgeschieden werden kann (siehe Abbildung 12, c).56 
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Abbildung 12: Möglichkeiten zur Beschichtung von Oberflächen mit Polyglycerol (PG): a) Direktes Aufwachsen 
von PG durch die Polymerisation von Glycidol an oxidischen Oberflächen. Die Hydroxygruppen der Oberfläche 
wirken hierbei als Initiator für die Reaktion. b) Nukelophile Funktionalisierung der Oberfläche mit einem 
geeigneten Reagenz (hier APTMS). Anschließend dienen die aufgebrachten nukleophilen Stellen als Initiator für 
die Polymerisation. c) Mit einem Disulfid funktionalisiertes PG kann direkt auf Goldoberflächen abgeschieden 
werden. 

 

1.7. Spezifische Anbindung von Biomolekülen 

 

Zur spezifischen Anbindung von Biomolekülen an Oberflächen wurde eine Vielzahl an 

Systemen entwickelt, welche insbesondere in der Aufreinigung oder Sensorik 

Anwendung finden.85–88 Allen liegt eine spezifische Wechselwirkung zwischen dem zu 

bindenden Biomolekül und einem passenden Gegenstück, welches an eine Oberfläche 

gebunden ist, zugrunde.  
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Biomoleküle können in ihrer nativen, unveränderten Form an Oberflächen angebunden 

werden.  In diesem Fall werden natürlich auftretende Affinitäten von Biomolekülen 

untereinander ausgenutzt. So werden oft Antikörper, Oligonukleotide, Aptamere oder 

Phagen immobilisiert und, aufgrund ihrer spezifischen Wechselwirkung mit 

Biomolekülen, zu deren Erkennung verwendet.89  

Eine andere Möglichkeit ist, das zu bindende Biomolekül zu verändern, um mithilfe 

dieser Markierung (engl. tag) eine spezifische Wechselwirkung zu erreichen.87,88 

Derartige  Veränderungen haben teilweise einen starken Einfluss auf die Eigenschaften 

des Biomoleküls, was jedoch auch gewünscht sein kann. So gibt es beispielsweise 

löslichkeitsvermittelnde Proteinfusions-Tags.90 Für jedes Protein und für verschiedene 

Anwendungen werden die Affinitäts-Tags angepasst. Häufig wird auch eine Kombination 

mehrerer verwendet.91 

 

 

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

 

Eine häufig verwendete Methode ist die der Metallionen-Affinitätschromatographie, bei 

der bestimmte Aminosäuresequenzen des Proteins an chelatisierte Metallionen 

binden.88,91,92 Zu dieser Klasse gehört 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 gewünschten Proteins kloniert werden. His-markierte Proteine binden mit hoher 

Affinität an zweiwertige Nickel-, Kobalt- oder Kupferionen. In Kombination mit dem 

His-Tag werden häufig Derivate der Nitrilotriessigsäure (NTA) mit Nickelionen zur 

Immobilisierung der Metallionen verwendet. Hierbei bildet sich ein oktaedrischer 

Chelatkomplex aus, bei welchem zwei Koordinationsstellen des Nickelions durch 

Wassermoleküle besetzt sind. An diese Koordinationstellen können die Histidine des His-

Tags mit hoher Affinität selektiv binden (siehe Abbildung 13). Andere Biomoleküle 

können anschließend durch Waschen der festen Phase entfernt werden. Das Protein kann 

durch Waschen mit einem kompetitiven Reagenz wie Imidazol oder durch Entfernen des 

Metallions mit Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) aus dem Komplex gelöst 

werden.91,92 

Um His-Tag Proteine mit höherer Affinität zu binden, können multivalente Verbindungen 

eingesetzt werden, in welchen mehrere NTA-Gruppen miteinander verknüpft sind. Für 

Moleküle mit einer bis drei NTA-Gruppen steigt die Stabilität 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 Länge des His-Tags einen Einfluss auf die Komplexierung hat. 

Ein Hexahistidin-Tag weist eine geringere Affinität als ein Decahistidin-Tag auf.93 
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1.8. Methoden zur Oberflächencharakterisierung 

 

In dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden zur Charakterisierung von Oberflächen 

verwendet, deren theoretischer Hintergrund in diesem Kapitel erläutert werden soll. 

Hierfür werden zunächst die Grundlagen für die Wechselwirkung von Licht mit 

Oberflächen beschrieben.  

 

1.8.1. Grundlagen: Reflexion von Licht an Metalloberflächen94,95 

 

Licht ist eine elektromagnetische Welle. Die zeit(�)- und orts(r⃑)-abhängige Ausbreitung 

des elektrischen Feldes einer elektromagnetischen Welle in einem Medium kann durch 

Gleichung 1 beschrieben werden. 

E��⃑ (r⃑, t) = E��⃑ �
��(���⃑ ��⃑ ���)         (1) 

Dabei ist k�⃑  der Wellenvektor, welcher orthogonal auf dem elektrischen Feldvektor steht 

und mit der Ausbreitungsrichtung der transversalen Welle übereinstimmt und � die 

Kreisfrequenz. Für den Wellenvektor gelten folgende Zusammenhänge bezüglich 

Brechungsindex (�), Wellenlänge (�), Kreisfrequenz (�) und Lichtgeschwindigkeit im 

Vakuum (�): 

k�⃑ = ���� + ��� + ��� = � � ! = � �"            (2) 

Wenn Licht an einer Oberfläche reflektiert wird, kann der elektrische Feldstärkevektor 

(E��⃑ ) durch zwei Komponenten beschrieben werden, von denen eine senkrecht (#�⃑ s) und die 

andere parallel (#�⃑ p) zur Ebene aus Oberflächennormalen und Ausbreitungsrichtung 

(Einfallsebene) ausgerichtet ist (siehe Abbildung 14).  

E��⃑ = &E'E()         (3) 

Die elektrischen Feldvektoren haben eine Phasenverschiebung Δsp zueinander, welche 

sich aus der Differenz der beiden Phasen von #�⃑ s und #�⃑ p ergibt 

 (Δsp = δp – δs). Die Phasenverschiebung zwischen den elektrischen Feldvektoren ist bei 
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linear polarisiertem Licht ein ganzzahliges Vielfaches von π. Ist der Betrag der 

elektrischen Feldvektoren gleich groß und ist die Phasenverschiebung ein halbzahlig 

Vielfaches von π (/� π, 1 /� π , 2 /� π, …), spricht man von zirkular polarisiertem Licht. Alle 

anderen Möglichkeiten werden als elliptisch polarisiert bezeichnet. 

Die komplexe Darstellung der elektrischen Feldvektoren durch ihren Betrag und ihre 

Phase ist in Gleichung 4 dargestellt. 

#�⃑ = 3#�⃑ 3
��4           (4) 

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

Feldvektoren #�⃑ s und #�⃑ p und ihre Phasen δp und δs darstellen (Gleichung 5). 

#�⃑ = 53#6����⃑ 3
��47
3#8����⃑ 3
��49 :          (5) 

Wird ein Lichtstrahl von einer Oberfläche reflektiert, ändern sich die involvierten Phasen 

und Amplituden (siehe Abbildung 16).  

Die Phasenänderung (Δ) wird beschrieben durch die Differenz der Phasenverschiebung 

zwischen parallelem und senkrechtem Feldvektor bei dem einfallenden (Δsp, ein) und dem 

ausfallenden Licht (Δsp, aus) (Gleichung 6). 

Δ = (δp, ein – δs, ein) - (δp, aus – δs, aus)          (6) 
Für die Änderung der Amplitude (Ψ) bei Reflexion an der Oberfläche gilt der in 

Gleichung 7 beschriebene Zusammenhang. 

Ψ = arctan &3C7,DE9�������������⃑ 33C7,FGH�������������⃑ 3 ∙ 3C9,FGH������������⃑ 33C9,DE9�������������⃑ 3)          (7) 

Zusätzlich hat die Reflexion von s- oder p-polarisiertem Licht an einer Metalloberfläche 

unterschiedliche Auswirkungen auf die Verschiebung des Elektronengases im Metall. 

Wird eine Oberfläche mit p-polarisiertem Licht bestrahlt, kommt es in dem Material zu 

einer gleichen Ausrichtung der Bildladungen parallel zur Oberflächennormalen, was das 

Feld an der Oberfläche verstärkt. Wird eine Oberfläche mit s-polarisiertem Licht 

bestrahlt, kommt es zu einer entgegengesetzten Ausrichtung von Bildladungen senkrecht 
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zur Oberflächennormalen, was zu einer Auslöschung des Feldes an der Oberfläche führt 

(siehe Abbildung 14). 

 

 

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

 

1.8.2. Grundlagen: Reflexion und Transmission in 

Mehrschichtsystemen 

 

Trifft ein Lichtstrahl auf eine Oberfläche, wird ein Teil des Lichtstrahls gebrochen, ein 

anderer reflektiert. Außerdem kann ein Teil des Lichtes von der Oberfläche absorbiert 

werden. Die Brechung und Absorption werden durch den komplexen Brechungsindex (�K) 

beschrieben (Gleichung 8). Dieser setzt sich aus dem Brechungindex (�) und einem 

Imaginärteil (�) zusammen, welcher die Absorption berücksichtigt. 

�K = � − M �          (8) 
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Das Snelliussche Brechungsgesetz beschreibt den Winkel N�, in welchem der einfallende 

Strahl an der Grenzfläche gebrochen wird. Das Brechungsgesetz hängt von den 

Brechungsindices der beiden Schichten und dem Einfallswinkel (N/) ab (siehe Abbildung 

15).95 

�K /OM�(N/) =  �K �OM�(N�)          (9) 

 

Abbildung 15: Brechung und Reflexion von Licht an einem Mehrschichtsystem mit den komplexen 
Brechungsindices PQ1, PQ2, PQ3: An jeder Phasengrenze wird ein Teil des Lichtstrahl reflektiert, ein anderer 
gebrochen. Die reflektierten Strahlen interferieren miteinander zu dem Austrittstrahl. Eingezeichnet ist der 
Einfallswinkel (RS) sowie die Winkel der gebrochenen Teilstrahlen (RT und RU). 

 

Bei Mehrschichtsystemen können diese Phänomene an allen Phasengrenzen beobachtet 

werden (siehe Abbildung 15). 

Je flacher der Einfallswinkel NV des Lichtstrahls auf die Oberfläche ist, umso größer wird 

der Anteil des reflektierten Lichts. Unterschreitet dieser Winkel den Grenzwert der 

Totalreflektion (N�W�), wird die gesamte elektromagnetische Strahlung reflektiert. Der 

Winkel, ab welchem die Totalreflexion auftritt, ist von den Brechungsindices der 

beteiligten Medien abhängig:94,95 

N�W� = arcsin XYZY[\           (10) 

Die Reflexion und Transmission an den Grenzflächen werden durch die Fresnelschen 

Formeln beschrieben. Der theoretische Zusammenhang zwischen dem komplexen 

Brechungsindex �K, der Schichtdicke d und den Fresnelschen Koeffizienten soll weiterhin 
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anhand des Falls eines mit einer dünnen Beschichtung überzogenen Substrates gezeigt 

werden.
95  

Hierfür wird folgendes Dreischichtensystem betrachtet: Ein unter dem Winkel NV 

einfallender Strahl wird an der ersten Grenzfläche von dem Medium 3 (�K3) zu Medium 2 

(�K2) (z.B. Substrat/Beschichtung) unter dem Winkel N� gebrochen. Der gebrochene Strahl 

wiederum trifft auf die zweite Grenzfläche zu Medium 1 (�K1) (z.B. Beschichtung/Luft)  

und wird an dieser erneut unter dem Winkel N/ gebrochen (siehe Abbildung 15). 

Bei den Fresnelschen Reflexionskoeffizienten handelt es sich um stoffspezifische Größen, 

welche die polarisationsabhängige Reflexion beschreiben und von der Schichtdicke und 

dem komplexen Brechnungsindex abhängen. Die Fresnelschen Reflexionskoeffizienten 

für s- und p-polarisiertes Licht für die Brechung an der ersten Grenzfläche 

(Medium 3/Medium 2) sind gegeben durch: 

 ]6,V/� =  YK Z"W8(_`) � YQ  `"W8(_Z)
YK Z"W8(_`) a YK `"W8(_Z) = bcd (_Z�_`)bcd (_Za_`)          (11) 

 ]8,V/� =  YK `"W8(_`) � YQ  Z"W8(_Z)
YK `"W8(_`)a YQ  Z"W8(_Z) =  (ed  (_Z�_`)8�Y (_Za_`)         (12) 

Die Fresnelschen Transmissionskoeffizienten für s- und p-polarisiertes Licht für die erste 

Grenzfläche (Medium 3/Medium 2) sind gegeben durch: 

 �6,V/� =  � (ed(_Z) "W8(_`)8�Y(_`a_Z) "W8(_Z�_`)           (13) 

 �8,V/� =  � (ed(_Z) "W8(_`)8�Y(_`a_Z)            (14) 

Über das Snelliussche Brechungsgesetz (Gleichung 9) stehen NV und N� im 

Zusammenhang, wodurch die Reflexionskoeffizienten nur durch den Einfallswinkel NV 

ausgedrückt werden können. 

Gleichermaßen können die Gleichungen für die Koeffizienten ]6,�//,  ]8,�//, �6,�// und 

 �8,�// für die zweite Grenzfläche (Medium 2/Medium 1) aufgestellt werden. 

Das gesamte reflektierte Licht ist eine Überlagerung der an den Grenzschichten 

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

Dreischichtensystem werden beschrieben durch: 

 f6 =   g7,`/Z a  g7,Z/[  hijZk
/ a  g7,Z/[  g7,`/Z  hijZk           (15) 

 f8 =   g9,`/Z a  g9,Z/[  hijZk
/ a  g9,Z/[  g9,`/Z  hijZk           (16) 

Dabei ist b die Phasenverschiebung zwischen zwei benachbarten reflektierten Teilstrahlen 

und wird durch Gleichung 17 beschrieben. 

l =  � mZYK Zn o1 − YK `YK Z OM��(NV)          (17) 

Die Phasenverschiebung b ist abhängig von der bekannten Wellenlänge des einfallenden 

Lichtstrahles (λ), der komplexen Brechungsindices (�K) und der Dicke der Beschichtung 

(p�). 

 

1.8.3. Ellipsometrie  

 

Ellipsometrie ist eine optische Methode zur Bestimmung von Schichtdicken und 

Brechungsindizes dünner Filme auf reflektiven Oberflächen. Das Verfahren ist sehr 

sensitiv, so können Schichten im Ångström-Bereich untersucht werden. Vorteilhaft ist, 

dass die Methode zerstörungsfrei ist. Veränderungen der Probe während der Messung 

durch chemische Reaktionen wie bei der Elektronenmikroskopie sind weitgehend 

ausgeschlossen.  

Das Prinzip der Ellipsometrie beruht auf der Änderung des Polarisationszustandes von 

polarisiertem Licht durch Wechselwirkung mit der Materie in Mehrschichtsystemen. 

Während der Messung wird ein Strahl linear polarisierten Lichts bekannter Wellenlänge 

auf die Probe gesendet und von dieser reflektiert. Bei der Reflexion an der Oberfläche 

wird die lineare Polarisation in eine elliptische umgewandelt (siehe Abbildung 16). Die 

daraus resultierende Änderung der Phasenverschiebung Δ und der Amplitude Ψ wird 
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bestimmt und verglichen. Hieraus lassen sich die Schichtdicken, Brechungsindizes und 

optische Konstanten berechnen.96,97  

 

 

Abbildung 16: Schematische Darstellung einer Ellipsometrie-Messung; gezeigt sind s-und p-polarisierte Anteile 
der elektromagnetischen Welle (J��⃑ s und J��⃑ p ), sowie die Phasendifferenz (Δ) nach der Reflexion an einer 
Oberfläche.94 

 

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 Grenzfläche gebrochenen Strahlen an der nächsten Grenzfläche. Dies 

ist immer wieder verbunden mit einer Änderung der Amplitude und der Phase der 

reflektierten Strahlen. Am Ende wird die Phase und Amplitude der Interferenz von allen 

reflektierten Strahlen detektiert, welche demnach abhängig von dem Reflexions- und 

Brechungsverhalten der jeweiligen Schichten ist. Da die Phase und Amplitude des 

einfallenden Lichtstrahls bekannt ist, können deren Änderung Ψ und Δ berechnet werden. 

Aus Ψ und Δ können �K (�, �) und p berechnet werden. Hierfür werden die Fresnelschen 

Reflexionskoeffizienten für s- und p-polarisiertes Licht f8 und f6 benötigt. Deren 

Relation zu Ψ und Δ wird durch Gleichung 18 beschrieben. 

s7s9 = tan(Ψ) 
�t             (18) 

f6 und  f8 stehen über Gleichung 15 und 16 in Zusammenhang mit l, welches nach 

Gleichung 17 wiederum von �K und p abhängt. Somit ist die Berechnung von �K und p der 

Beschichtung aus Ψ und Δ möglich. 
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Bei sehr kleinen Schichtdicken muss die Näherung von Drude angewendet werden, 

welche berücksichtigt, dass sich Ψ für sehr dünne Schichten nur geringfügig ändert und 

ausschließlich die Phasenverschiebung Δ zur Berechnung verwendet werden kann.94,95 

Allerdings ist die parallele Bestimmung des Brechungsindexes und der Schichtdicke einer 

Probe nur durch mehrere Messungen bei Veränderung des Einfallswinkels möglich. Die 

dadurch gewonnenen zusätzlichen Informationen können zur Lösung das 

Gleichungssystems mit mehreren Unbekannten verwendet werden und �K und p bestimmt 

werden.98 

 

1.8.4. Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie99,100 

 

Die Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie (engl. surface plasmon resonance 

spectroscopy, SPR-Spektroskopie) ermöglicht die Untersuchung der Adsorption oder 

Desorption von Molekülen an Oberflächen in Echtzeit. Die Methode basiert auf der 

Anregung von Oberflächenplasmonen in einem Metall. 

Wie später erläutert wird, kann in der SPR-Spektroskopie nur p-polarisiertes Licht 

verwendet werden. Deshalb wird weiterhin nur der Fall für p-polarisiertes Licht betrachtet 

und die Lichtwelle liegt zweidimensional in der x-z-Ebene. Somit kann die Brechung des 

Lichtes an der Grenzfläche durch die Wellenvektoren k1 und k2 (mit den Anteilen in x- 

und z-Richtung, kx und kz), den Einfallswinkel N/ und den Brechungswinkel N� 

beschrieben werden (siehe Abbildung 17).  

In der SPR-Spektroskopie trifft ein Lichtstrahl aus einem optisch dichteren Medium 1 

(�/, u/) auf die Grenzfläche zu einem optisch dünneren Medium 2 (��, u�). 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 Zusammenhänge. Der unter dem Winkel N/ einfallende Strahl wird an der 

Grenzfläche von �K / zu �K � in dem Winkel N� gebrochen, wobei sich die parallel zur 

Grenzfläche gerichteten Komponenten der Wellenvektoren bei der Brechung nicht ändern 

(siehe Kapitel 1.8.2.). 
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�/� = ��� ≡  ��          (19) 

 

 

Abbildung 17: Brechung eines p-polarisierten Lichtstrahls an der Grenzfläche von Medium 1 (PU) zu Medium 2 
(PT). Der Strahl trifft mit einem Winkel RUauf die Grenzfläche und wird in einem Winkel RT gebrochen. Der 
Wellenvektor k und seine Anteile in der x und z-Richtung sind dargestellt. 

 

Für den Fall der Totalreflexion (N/ ≥ N�W�) kommt es zu einer Ausbreitung eines 

elektromagnetischen Feldes parallel zur Oberfläche, welches in dem Medium 2 

exponentiell abnimmt. Man spricht hierbei von einem evaneszenten Feld.99  

Der Reflexionsgrad f6 für p-polarisiertes, einfallendes Licht an der Grenzfläche 

zwischen dem Medium 1 und Medium 2 wird durch die Fresnel-Gleichungen mit dem 

komplexen Reflexionskoeffizienten ]6 ausgedrückt (siehe Kapitel 1.8.2.): 

f6 =  3]63�
           (20) 

]6 = 3]63
��x = y�zY (_[�_Z)�zY (_[a_Z)y 
��x           (21) 

Aus der Gleichung 21 ist ersichtlich, dass zwei Sonderfälle eintreten können. Zum einen 

kann N/ + N� =  � sein, wodurch f6 null wird und kein Licht reflektiert wird (Brewster-

Winkel). Zum anderen kann N/ − N� =  � sein, wodurch f6 unendlich groß wird. Der 



 

32 
 

letzte Fall entspricht der Resonanz. Für den Resonanzfall können die Komponenten der 

Wellenvektoren durch die Gleichungen 22 und 23 ausgedrückt werden. Gleichungen 22 

und 23 werden auch als SPR Dispersionsgleichungen bezeichnet. 

�� = �" { |[|Z|[a|Z           (22) 

�}� = �" { |~Z
|[a|Z mit � = 1, 2           (23) 

Betrachtet man den Fall, dass das Medium 2 eine Metallschicht ist, welche eine große 

Anzahl an freien Elektronen aufweist, kann die dielektrische Funktion u�(�) des Metalls, 

welche durch Gleichung 24 gegeben ist, bei einer Kreisfrequenz � < �6 negativ werden. 

u�(�) = 1 − �7Z�Z           (24) 

�6 wird als die Plasmafrequenz des Metalls bezeichnet. Unter der Voraussetzung, dass 

u� > −u/, führt die negative Dielektrizitätskonstante des Metalls (u�) dazu, dass �}� 

imaginär wird, wobei �� real bleibt. Das bedeutet, dass eine elektromagnetische Welle 

parallel zur Oberfläche existiert, das Oberflächenplasmon. Das durch das 

Oberflächenplasmon 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 Oberflächenplasmon 

wird als Oberflächenplasmonenresonanz bezeichnet. In diesem Fall wird die Energie des 

Lichtstrahls auf das Plasmon übertragen, wodurch die Intensität des Lichtstrahls 

ausgelöscht wird. Für die Oberflächenplasmonenresonanz müssen bestimmte 

Bedingungen erfüllt sein. Hierzu werden die Dispersionskurven, also die Abhängigkeit 

der Kreisfrequenz (ω) von dem Wellenvektor (k) der jeweiligen Wellen, betrachtet. Die 

Beträge der Wellenvektoren k werden gegen die Kreisfrequenz ω aufgetragen und so die 

Dispersionskurven erhalten. Die Disperionskurven des Lichtstrahls und des 

Oberflächenplasmons müssen sich für eine resonante Kopplung schneiden.  

Betrachtet man die Dispersionskurven für Licht und das Oberflächenplasmon (siehe 

Abbildung 18), fällt auf, dass sich die beiden Kurven nicht schneiden. Dies bedeutet, dass 

bei dieser Geometrie der benötigte Wellenvektor und die Kreisfrequenz nicht gleichzeitig 
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eingestellt werden können, um ein Oberflächenplasmon anzuregen. Eine Möglichkeit, 

dennoch ein Oberflächenplasmon zu erzeugen, ist, eine weitere Grenzfläche 

einzubringen. Hierfür 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 Oberflächenplasmons. 

 

 

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

 

Experimentell wird der einfallende Wellenvektor �� durch Variation des Einfallswinkels 

angepasst (siehe Gleichung 25).  

�� = �/n/sin(N/)           (25) 

Außerdem kann eine resonante Kopplung zwischen Licht und Plasmon nur erfolgen, 

wenn die einfallende Lichtwelle p-polarisiert ist, da aufgrund der sich parallel zur 

Oberfläche ausbreitenden Oberflächenplasmonwellen nur dann die Wellenvektoren der 

Plasmawelle und des Lichtstrahles überlagern können. 

Die Dielektrizitätskonstante des Metalls und des dahinterliegenden Dielektrikums 

beeinflussen die resultierende Feldstärke des Oberflächenplasmons. Zwischen der 
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Dielektrizitätskonstanten und dem komplexen Brechnungsindex (�K) kann die in 

Gleichung 26 dargestellte Beziehung hergestellt werden. 

u =  �K�           (26) 

Demnach führt eine Änderung des Brechungsindexes in dem Medium zu einer Änderung 

der Feldstärke des Plasmons. Hierdurch verändert sich der Einfallswinkel, welcher für die 

Erzeugung der Oberflächenplasmonenresonanz nötig ist.  

 

1.8.4.1. Aufbau eines SPR-Spektrometers 

 

Die am weitesten verbreitete Umsetzung ist die sogenannte Kretschmann Konfiguration. 

Ein SPR-Spektrometer besteht aus einem Laser, einem Prisma, der Metalloberfläche auf 

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

 

 

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 können 
verschiedene Flüssigkeiten über die Goldoberfläche geleitet und Veränderungen an dieser untersucht werden. 
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Der Laser erzeugt polarisiertes Licht, das auf das Prisma gestrahlt wird, welches auf die 

Metalloberfläche gesetzt wird. Das Prisma ist notwendig, um den Brechungsindex des 

Dielektrikums zu erhöhen, damit eine Resonanz auftreten kann. Als Metalloberflächen 

kommen häufig Silber oder Gold zum Einsatz. Die Intensität des an der Metalloberfläche 

reflektierten Lichtstrahls wird von dem Detektor analysiert. Die Flusszelle wird auf die 

Metalloberfläche gesetzt und ermöglicht, verschiedene zu untersuchende Medien an 

dieser vorbeizuspülen. Die Adsorption von Molekülen an der Rückseite der 

Metalloberfläche, auf welche eingestrahlt wird, führt zu einer Verschiebung des 

Plasmons, welches detektiert wird.101 

Es gibt verschiedene Möglichkeiten eine SPR Messung darzustellen. Zum einen kann die 

zeitliche Veränderung des Winkels bei dem Minimum, bei welchem die Oberflächen-

plasmonresonanz auftritt, dargestellt werden. Zum anderen kann die reflektierte, relative 

Intensität gegen den Einfallswinkel aufgetragen werden. Die Kurve weist ein Minimum 

bei dem Einfallswinkel auf, bei welchem die Oberflächenplasmonenresonanz auftritt. 

Alternativ kann der zeitliche Verlauf der Intensität bei konstantem Winkel gemessen 

werden (siehe Abbildung 20). 

 

 

Abbildung 20: Möglichkeiten zur Auftragung von SPR-Messungen: Es kann entweder die reflektierte Intensität 
(I) gegen den Einfallswinkel (Θ) (linkes Diagramm) oder der zeitliche Verlauf (t) der Intensität (I) bei 
konstantem Winkel gemessen werden (mittleres Diagramm). Alternativ kann die zeitliche Veränderung des 
Winkels dargestellt werden, bei dem Minimum, bei welchem die Oberflächenplasmonresonanz 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 für die zerstörungsfreie Untersuchung von dünnen 

Schichten auf reflektierenden Oberflächen verwendet. Wie bei der herkömmlichen IR-

Spektroskopie basiert das Messprinzip auf der Anregung von Molekülschwingungen 

durch die Absorption von Infrarot-Strahlung.102,103 

Der Aufbau eines IRRA-Spektrometers ist ähnlich 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 Molekülen auf der Oberfläche absorbiert wird. Die 

reflektierte Strahlung wird abschließend detektiert.  

Das Absorptionsspektrum der Beschichtung auf einem Substrat wird erhalten, indem in 

einer weiteren Messung analog zu dem beschichteten Substrat eine geeignete Oberfläche, 

welche möglichst dem unbeschichteten Substrat entspricht, vermessen wird (sog. 

Background-Messung). Aus der Differenz der beiden Messungen lässt sich das IR-

Spektrum der Beschichtung berechnen. Zur Detektion kommen für dünne Schichten auf 

Oberflächen Halbleiterdetektoren, wie ein Mercury-Cadmium-Tellurid (MCT)-Detektor, 

zum Einsatz. Diese besitzen die benötigte Empfindlichkeit, um die kleinen Änderungen, 

welche durch die wenige Nanometer dünnen Schichten hervorgerufen werden, 

aufzulösen. Außerdem wird in einem flachen Einfallswinkel von 65 - 85° auf die Probe 

eingestrahlt, um die größtmögliche Sensitivität zu erreichen.103,104 

Eine Besonderheit ist die Auswahlregel für die IR-Spektroskopie an Metalloberflächen. 

Da bei IRRAS nur mit p-polarisiertem Licht angeregt werden kann, da sich bei 

Bestrahlung mit s-polarisiertem Licht das resultierende Feld an der Oberfläche aufhebt 

(vgl. Kapitel 1.8.1.), können nur Schwingungen mit anteilig senkrechter Ausrichtung des 

Übergangsdipolmoments zur Oberfläche angeregt werden. Dies eröffnet die Möglichkeit, 

Orientierungen von Molekülen auf Oberflächen zu bestimmen.102,103 
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Abbildung 21: Anregbare Molekülschwingungen in der IRRAS: Es können nur Molekülschwingungen mit 
anteilig senkrechten Übergangsdipolmomenten angeregt werden. Dargestellt sind Molekülschwingungen von 
Kohlenmonoxid, parallel (links) und senkrecht (rechts) zur Oberfläche. 

 

1.8.6. Röntgenphotoelektronenspektroskopie 

 

Röntgenphotoelektronenspektroskopie (engl. X-ray photoelectron spectroscopy, XPS) ist 

eine oberflächensensitive Methode, mit welcher Informationen über die elementare 

Zusammensetzung sowie die elektronische Struktur der Elemente von Oberflächen 

erhalten werden. Es handelt sich um keine zerstörungsfreie Methode, d.h. chemische 

Veränderungen der Probe während bzw. nach der Messung sind möglich.  

Die Methode basiert auf dem äußeren photoelektrischen Effekt: Bei der XPS werden 

Elektronen durch Bestrahlung der Probe mit Röntgenstrahlung angeregt und ein Spektrum 

der Energien der emittierten Photoelektronen aufgenommen. Die kinetische Energie 

(#��Y), welche das emittierte Elektron nach der Freisetzung aus einem Orbital besitzt, 

hängt von der Energie der eingestrahlten Röntgenstrahlung (ℎ �) und der 

Bindungsenergie des Elektrons (#�) ab und wird durch Gleichung 27 beschrieben. 

#��Y =  ℎ � − #� − Ф           (27) 

Die Konstante Ф ist die gerätespezifische Austrittsarbeit des Spektrometers. Zusätzlich 

gibt es für jede Probe noch eine probenspezifische Austrittsarbeit, welche allerdings für 

die direkte Messung nicht von Bedeutung ist. Die Normierung der Energie erfolgt durch 

Vergleich der Messwerte und Literaturwerte bekannter Signale. Auf diese Weise erhält 

man die Bindungsenergie des Elektrons (chemische Verschiebung), wodurch 

Rückschlüsse auf die Bindungssituation des jeweiligen Elements gezogen werden 

können.  
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Abbildung 22: Energiediagramm zur Aussendung eines Photoelektrons: Durch das Einstrahlen mit 
Röntgenstrahlung (� �) wird ein Elektron aus dem 1s-Orbital angeregt. J��P: kinetische Energie des 
Photoelektrons, J�: Bindungsenergie des Elektrons, Ф: 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 können auch weitere Prozesse stattfinden. So 

kann das durch das emittierte Elektron entstandene Loch zu einer Relaxation eines höher 

gelegenen Elektrons führen. Die gewonnene Energie wird in Form von Licht 

(Röntgenfluoreszenz) oder durch die Entfernung eines höher gelegenen Elektrons (Auger-

Elektron) freigesetzt. Auf diesen Phänomenen beruhen die Röntgenfluoreszenz- und 

Augerelektronenspektroskopie.105 
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2. Die bearbeiteten Themen im übergeordneten Zusammenhang 

 

Veränderungen biologischer Abläufe im menschlichen Körper können zur Erkrankung 

des Organismus führen. Die Erforschung biologischer Prozesse ist entscheidend, um die 

Entstehung von Krankheiten verstehen, verhindern oder therapieren zu können. Hierfür 

sind die Kenntnis der Struktur der beteiligten Biomoleküle und ein Verständnis für die 

Wechselwirkung der Biomoleküle untereinander von großer Bedeutung.  

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Entwicklung innovativer Nanomaterialien zur 

Untersuchung von Biomolekülen, insbesondere Proteinen. Mehrere Projekte befassten 

sich mit der Optimierung der Strukturbestimmung von Biomolekülen mittels Kryo-

Transmissionselektronenmikroskopie (Kryo-TEM). Darüber hinaus wurden 

biomimetische Materialien erforscht, welche ein Biomolekül oder ein Ensemble von 

Biomolekülen nachahmen und die Untersuchung der Wechselwirkung mit anderen 

Biomolekülen ermöglichen (siehe Abbildung 23) 

Die Kryo-TEM ermöglicht die Untersuchung der dreidimensionalen Struktur von 

Biomolekülen. Hierfür wird eine Probe des Biomoleküls mit Elektronen durchstrahlt. 

Anschließend kann aus den erhaltenen Daten die Struktur berechnet werden. Die 

Biomoleküle müssen zur Mikroskopie homogen verteilt auf einem möglichst dünnen 

Trägermaterial angebunden oder in den Löchern eines löchrigen Trägermaterials in einer 

dünnen Schicht aus amorphem Eis ausgefroren werden. Häufig stellt jedoch die 

Präparation einer Probe mit einer gleichmäßigen Verteilung der Biomoleküle ein großes 

Problem dar. Zur Verbesserung der Probenpräparation wurde eine Methode entwickelt, 

um koventionelle, löchrige Trägermaterialien proteinabweisend zu funktionalisieren. 

Außerdem wurden netzartige Membranen zur Stabilisierung der dünnen Eisschicht und 

kontinuierliche Membranen zur gezielten Anbindung von Biomolekülen zu entwickelt. 

Alle Entwicklungen führen zu einer homogenen Verteilung der Biomoleküle in der 

Mikroskopieprobe, jedoch mit unterschiedlichen Vorteilen. Als Trägermaterialien wurden 

sowohl Nanomembranen hergestellt als auch kommerzielle amorphe Kohlenstofffilme 

funktionalisiert. Generell ist eine unspezifische Adsorption von Biomolekülen an den 

Trägermaterialien unerwünscht, da sie zu einer inhomogenen Verteilung der Biomoleküle 

führen 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. Für kommerziell 

erhältliche Trägermaterialien 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 Präparation qualitativ hochwertiger Proben mit homogen verteilten Biomolekülen, 

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

 

 

Abbildung 23: Funktionelle Nanomaterialien ermöglichen die Untersuchung biologischer Systeme, wie 
Zellmembranen. Diese bestehen aus Phospholipid-Doppelschichten (olivgrün/orange), welche eine Vielzahl 
verschieden strukturierter Bereiche aufweisen. Proteine können 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 können in verschiedenen 
Bereichen dazu beitragen, derartige biologische Systeme zu untersuchen. Nanomaterialien können die 
Probenpräparation von Membranproteinen zur Strukturbestimmung mittels Kryo-TEM erleichtern. Außerdem 
können Oberflächenbeschichtungen im Nanometerbereich hergestellt werden, welche die Peripherie eines 
Proteins nachbilden und als Protein-Modelloberfläche dienen können. Strukturierte Nanomembranen können 
verschiedene Bereiche biologischer Membranen nachbilden und als Modell für diese verwendet werden. 

 

Zur gezielten Anbindung eines markierten Biomoleküls konnte eine biorepulsive 

Membran mit spezifischen Erkennungsstellen versehen werden. Die Minimierung der 
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unspezifischen Adsorption durch die biorepulsive Hydrogel-Beschichtung des 

Trägermaterials ermöglicht hierbei erst die spezifische Anbindung von markierten 

Biomolekülen. Im Rahmen dieses Projektteils wurde eine Nanomembran entwickelt, 

welche mit einem Nitrilotriessigsäure(NTA)-Derivat funktionalisiert wurde. Die NTA-

Funktionalisierung ermöglichte die spezifische Anbindung von His-Tag markierten 

Biomolekülen aus einer Mischung verschiedener Biomoleküle. Das angebundene 

Biomolekül kann anschließend mittels TEM strukturell analysiert werden. 

Neben der dreidimensionalen Struktur einzelner Biomoleküle ist auch deren 

Zusammenspiel in biologischen Prozessen von Interesse. Wenn eine Untersuchung des 

realen Systems nicht oder nur schwer durchführbar ist, kann es von Vorteil sein, auf ein 

Modellsystem auszuweichen, um die daraus erhaltenen Informationen auf das biologische 

System zu übertragen.  Aus diesem Grund wurden auch Nanomaterialien untersucht, 

welche die Peripherie einzelner Biomoleküle oder deren Ensembles abbilden. 

Zur Darstellung der Peripherie einzelner Biomoleküle wurde ein Modellsystem für die 

Umgebung einer Mannose-Bindungstasche des Proteins FimH entwickelt. Die Seitenkette 

einer speziellen Aminosäure im Protein, welche sich in der Nähe der Mannose-

Bindungstasche befindet, sollte mit einer photoschaltbaren Einheit modifiziert werden. 

Diese sollte das lichtinduzierte Öffnen und Schließen der Tasche ermöglichen.  Zum 

Aufbau eines Modellsystems wurde eine Oberflächenbeschichtung entworfen, welche die 

chemische Umgebung der Bindungstasche dieses Proteins nachahmt. Hierfür wurde 

wieder eine biorepulsive Hydrogel-Matrix verwendet, in welcher die Aminosäure-

Seitenkette eingebaut wurde. Die Wertigkeit der von der Arbeitsgruppe Lindhorst 

(Universität Kiel) vorgeschlagenen Ligationsstrategie zur Modifizierung der 

Aminosäureseitenkette im Protein konnte anhand der Modelloberfläche mithilfe eines 

Bakterienadhäsionstests bestimmt werden. 

Eine Zellmembran ist ein Ensemble von verschiedenen Biomolekülen. Zum Verständnis 

der Wechselwirkung verschiedener Biomoleküle miteinander ist es interessant, einfache 

biologische Systeme nachzustellen und bestimmte Wechselwirkungen zu betrachten. 

Hierfür wurde eine Methode zur Herstellung mehrfach strukturierter Membranen 

erforscht, welche vereinfacht versucht, die Oberfläche einer Biomembran nachzuahmen. 

Derartige Biomembranen sind aus einer Vielzahl von Biomolekülen aufgebaut und 

weisen mannigfaltige Funktionalitäten auf. Die biomimetischen Membranen wurden in 
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Anlehnung an Herstellungsverfahren von in früheren Projekten verwendeten 

Trägermaterialien durch Quervernetzung einer strukturierten SAM mit einem 

Elektronenstrahl erhalten. Durch die Laserstrukturierung einer Monolage und 

anschließendem Austausch der bestrahlten Bereiche gelang die Herstellung einer SAM, 

welche aus unterschiedlichen SAM-bildenden Molekülen aufgebaut ist. Die Wahl der 

unterschiedlichen SAM-bildenden Moleküle in den diversen Bereichen führt später zu 

den verschiedenen Funktionalitäten der Membranoberfläche. Die Laserstrukturierung 

ermöglicht die Herstellung biologisch relevanter Strukturen im Mikrometerbereich. Nach 

Quervernetzung dieser strukturierten SAM durch Bestrahlung mit Elektronen können 

freistehende Membranen erhalten werden. Die Methode dient als Grundlage für die 

zukünftige Entwicklung einfacher Modellmembranen für biologische Systeme. 

Zusammenfassend tragen die Nanomaterialien, welche in dieser Arbeit entwickelt 

wurden, zum Verständnis biologischer Prozesse bei, indem sie die Möglichkeiten zur 

Strukturbestimmung mittels TEM für bestimmte Proteine erweitern und als Modellsystem 

die Untersuchung von biologischen Prozessen an einem Biomolekül oder einem 

Ensemble von Biomolekülen  ermöglichen. 
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3. Bearbeitete Projekte: Innovative Trägermaterialien für 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.106 Die Kryo-TEM ermöglicht die dreidimensionale Strukturbestimmung 

von Biomolekülen in einer nahezu natürlichen Umgebung. Die Kenntnis der nativen 

Struktur eines Biomoleküls ist von großer Bedeutung, um biologische Systeme verstehen 

zu können. Insbesondere seit 2013 hat die Entwicklung auf dem Gebiet der Kryo-

Transmissionselektronenmikroskopie stark zugenommen, was insbesondere auf die 

Entwicklung einer neuen Generation von Elektronendetektoren zurückzuführen ist, 

welche die Aufnahme von Daten erlauben, die nahezu atomare Auflösung möglich 

machen.5,107 

Trotz des Fortschrittes, welcher durch die Entwicklung neuer Detektoren erreicht werden 

konnte, ist die Mikroskopie vieler Biomoleküle schwierig. Die Präparation einer 

qualitativ hochwertigen Probe, die Aufnahmen mit einer guten Auflösung zulässt, stellt 

ein großes Problem dar. Die Biomoleküle müssen für die Mikroskopie in einer wenige 

Nanometer dicken Schicht aus amorphem Eis in den Mikrometer großen Löchern eines 

amorphen Kohlenstofffilms ausgefroren werden (siehe Kapitel 1.2.1.). Insbesondere bei 

Membranproteinen ist dies problematisch. Membranproteine treten nativ innerhalb einer 

hydrophoben Membran auf und weisen deshalb große hydrophobe Bereiche auf. Diese 

neigen bei gelösten Proteinen zur Aggregation. Um dies zu verhindern, setzt man dem 

Puffermedium Detergenzien zu, welche sich an die hydrophoben Bereiche anlagern, 

sodass eine hydrophile Oberfläche in das wässrige Medium präsentiert wird. Eine 

Aggregation wird somit verhindert. 

Die Detergenzien führen allerdings zu einer Reduktion der Oberflächenspannung, was zu 

einer Ausdünnung des Wasserfilms und einer Verdrängung der Proteine an die Ränder 

der Löcher des Kohlenstofflochfilms führt. 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 können, in der amorphen 

Eisschicht, welche die Löcher des Kohlenstofffilms überspannt. 

 

 

Abbildung 24:. Akkumulation und Adsorption von Membranproteinen an dem amorphen Kohlenstofffilm eines 
TEM-Netzes. Es befinden sich keine Membranproteine mehr in der Mitte der Löcher, welche mikroskopiert 
werden können. Die TEM-Aufnahme zeigt den Komplex I aus Yarrowia lipolytica, welcher mithilfe eines 
kommerziellen Kohlenstofflochfilms nach einem Standardprotokoll präpariert wurde.35 

 

 Die Adsorption von Membranproteinen an dem amorphen Kohlenstofffilm kann durch 

eine biorepulsive Beschichtung des TEM-Netzes verhindert werden. Eine Möglichkeit 

hierfür ist das Überziehen des Kohlenstofffilms mit einer wenige Nanometer dicken 

Schicht aus Gold. Auf dieser wird anschließend ein Oligoethylenglykol-SAM 

abgeschieden, welcher die Goldoberfläche biorepulsiv funktionalisiert.108 Eine 

Hydrophilisierung des Kohlenstofffilms durch eine Behandlung im Gasentladungsplasma, 

wie es häufig durchgeführt wird, um wässrige Proben auf TEM-Netzen applizieren zu 

können, ist nicht ausreichend, um die Anhaftung zu verhindern.25  

Nanomembranen mit biorepulsiven Eigenschaften und spezifischen Erkennungsstellen 

sind interessante Trägermaterialien für die Kryo-TEM, da sie die Anbindung 

gewünschter, markierter Biomoleküle aus einer Mischung verschiedener Biomoleküle 

ermöglichen (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 nachträgliche 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.57,109,110 Meyerbröker et al. zeigten bereits, dass es möglich ist, aus PEG-Derivaten 

freistehende Nanomembranen herzustellen, welche sich für die TEM eignen.22 

Idealerweise jedoch weist das Hydrogel nach der Quervernetzung reaktive Gruppen auf, 

welche eine weitere Funktionalisierung ermöglichen. Es wurden zwei Arten von 

Quervernetzern untersucht, welche zu verschiedenartigen Membranstrukturen führen. Die 

Verwendung des Polymerisationsquervernetzers Ethylenglykoldiglycidylether (EGDGE) 

führt zu kontinuierlichen Hydrogel-Nanomembranen mit einstellbarer Dicke 

(Kapitel 3.2.). Dahingegen führt die Quervernetzung mit 1,11-Di(mesyloxy)-3,6,9-

trioxaundecan (Ms2TEG) zu freistehenden, selbst-perforierenden Hydrogel-

Nanomembranen (self-perforated hydrogel-nanomembranes, SPHyNs), welche eine 

Netzstruktur aufweisen (Kapitel 3.3.). 

Zur nachträglichen Funktionalisierung wurden zum einen Kohlenstoffoberflächen mit 

Pyren-haltigen Hydrogelen nicht-kovalent biorepulsiv beschichtet (Kapitel 3.4.). Hierbei 

erfolgt die Anbindung des Hydrogels über die Wechselwirkung der Pyren-Einheit mit der 

Kohlenstoffoberfläche. Zum anderen wurden Kohlenstoffnanomembranen durch die 

kovalente Anbindung eines Hydrogels biorepulsiv funktionalisiert. Auf den erhaltenen 

biorepulsiven Nanomembranen konnten außerdem spezifische Erkennungsstellen für die 

gezielte Anbindung von Biomolekülen 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 Trägermaterial für die Kryo-TEM untersucht. Es wurden 

biorepulsive, Nanometer dicke, freistehende Membranen aus quervernetztem 

Polyglycerol (PG) erhalten, die erfolgreich auf TEM-Netze mit Kohlenstofflochfilm 

transferiert werden konnten. Außerdem wurde gezeigt, dass sich diese Membranen als 

Trägermaterial für die TEM eignen.  

 

3.2.1. Herstellung von Hydrogel-Nanomembranen durch 

Quervernetzung von Polyglycerol mit EGDGE und deren 

Charakterisierung 

 

Zunächst 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 wässrigen Medium ein 

Hydrogel ausbildet, was dafür bekannt ist, die Adsorption von Biomolekülen zu 

unterdrücken. PG kann leicht durch die Polymerisation von Glycidol hergestellt werden 

(siehe Kapitel 1.6.1.). Außerdem weisen die einzelnen PG-Dendrimere eine Vielzahl an 

Hydroxy-Gruppen auf, welche sich sehr gut für eine Quervernetzung eignen. Durch die 

Quervernetzung sollen die Eigenschaft des PG, ein biorepulsives Hydrogel auszubilden, 

möglichst erhalten bleiben. Außerdem soll die Nanomembran funktionelle Gruppen 

aufweisen, welche sich für eine Funktionalisierung eignen. Ethylenglykoldiglycidylether 

(EGDGE) eignet sich für die Quervernetzung von Hydrogelen.111–113 EGDGE besteht aus 

zwei Glycidoleinheiten, welche über eine Ethylenbrücke miteinander verbunden sind. Bei 

der Quervernetzung werden quasi Glycerin- und Ethylenglykol-Einheiten in das Polymer 

eingebaut, weswegen keine Änderung der biorepulsiven Eigenschaften zu erwarten ist. 

Zusätzlich hat eine Quervernetzung von PG mit EGDGE den Vorteil, dass die Anzahl der 

Hydroxygruppen vor und nach der Quervernetzung gleich bleiben (siehe Abbildung 25). 

Diese stehen für eine spätere Funktionalisierung zur Verfügung. Außerdem können die 
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neu gebildeten Hydroxygruppen mit einem weiteren EGDGE-Molekül 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 können, 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. 

 

 

Abbildung 25: Quervernetzung zweier PG-Dendrimere mit EGDGE (rot): a) Synthese des Disulfid-
funktionalisierten Polyglycerolderivates. b) Abscheidung auf einer Goldoberfläche. c) 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-Molekülen 
zusätzlich verstärkt werden. d) Transfer der Membran auf ein TEM-Netz. 

 

Nach der Abscheidung des Moleküls auf einer Goldoberfläche aus einer 5 µM 

ethanolischen Lösung konnten PG-Schichten mit einer ellipsometrischen Schichtdicke 
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von 3.4 ± 0.5 nm erhalten werden. Die Quervernetzung des PG-Films mit EGDGE 

erfolgte durch Erhitzen der Substrate in frisch destilliertem EGDGE. Abschließend 

wurden die Membran von dem Gold abgelöst und auf TEM-Netze transferiert (siehe 

Abbildung 25). 

Die Untersuchungen des Einflusses der Temperatur auf die Quervernetzung zeigten, dass 

die Quervernetzung erst ab einer Temperatur von 90 °C zufriedenstellend abläuft. Bei 

80 °C wurde nach 21 Stunden lediglich ein Schichtdickenzuwachs von 0.8 ± 0.4 nm 

gemessen. Generell führte die Verwendung höherer Temperaturen (110 - 150 °C) zu 

starken Schwankungen in den erhaltenen Schichtdicken verschiedener Chargen, was auf 

die Desorption der SAMs zurückzuführen ist.114–117  

Zur Untersuchung der Desorption wurden nicht quervernetzte PG-Schichten in 

Tetraethylenglykol erhitzt, da dieses EGDGE ähnlich ist, aber nicht zum Schichtaufbau 

beitragen kann. Das Erhitzen einer PG-Oberfläche für 6 Stunden auf 120 °C führte dazu, 

dass diese zu 95 % abgebaut wurde. Bei 90 °C wurde die Schicht deutlich langsamer 

abgebaut (etwa 65 % Schichtabbau nach 18 Stunden).  

 

 

Abbildung 26: Schichtdickenänderung für die Polymerisationsquervernetzung einer PG-Monolage mit EGDGE 
bei 90 °C: Zunächst kommt es zu einer leichten Abnahme der zu Beginn etwa 3.5 nm dicken PG-Schicht. 
Anschließend 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 bestmögliche Kontrolle des Schichtwachstums 

möglich ist. Für kurze Quervernetzungszeiten bei 90 °C (wenige Stunden) wird zunächst 

eine Abnahme der Schichtdicke beobachtet. Dies ist auf die thermische Desorption der 

SAMs zurückzuführen. Nachdem mehrere PG-Dendrimere auf der Oberfläche 

quervernetzt sind, kommt es vermutlich zu einem kooperativen Effekt, der die Schicht 

stabilisiert. Es findet dann keine Desorption mehr statt und die Schichtdicke wächst an 

(siehe Abbildung 26).  

Da homogene Membranen erhalten werden sollen, deren Schichtdicke durch die 

Polymerisationszeit weitestgehend kontrolliert werden kann, soll der Schichtabbau 

möglichst 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.  

 

 

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 Intensität der Banden zu 
verzeichnen. Die zusätzliche Bande bei 1740 cm-1 ist auf eine Oxidation des Polymers zurückzuführen. Aufgrund 
der Ähnlichkeit der Einheiten, welche in die PG-Schicht eingebaut werden, treten keine weiteren neuen Banden 
auf. Durch die Reduktion der quervernetzten Oberfläche 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 (siehe Abbildung 27) 

zeigte die für PG typischen Banden. Zu diesen gehören die Streckschwingungen der 

Hydroxygruppen im Bereich von 3200 bis 3600 cm-1, die symmetrische und 

asymmetrische Methylen-Streckschwingung (2920 und 2880 cm-1) und die symmetrische 

und asymmetrische Ether-Streckschwingung (900 und 1180 cm-1). Die Bande bei 

1740 cm-1 ist auf eine teilweise Oxidation des Hydrogels zurückzuführen. Diese fiel bei 

verschiedenen Substraten, welche unter gleichen Bedingungen quervernetzt wurden, 

unterschiedlich stark aus (siehe Abbildung 27, rot). 

Eine Oxidation des Hydrogels ist unerwünscht, da sie zu einer Änderung der 

biorepulsiven Eigenschaften führen kann. Durch Einlegen der Substrate in eine 3 %ige 

Natriumborhydrid-Lösung für 30 Minuten bei Raumtemperatur konnte die 

Oxidationsbande für 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 Stärke der Oxidationsbande des jeweiligen Substrates und 

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

 

3.2.2. TEM-Untersuchungen der Hydrogel-Nanomembranen 

 

Die auf Goldoberflächen hergestellten Hydrogel-Nanomembranen wurden hinsichtlich 

ihrer Stabilität im TEM untersucht. Hierfür wurden die Membranen von der 

Goldoberfläche mit einer etablierten Transfermethode (siehe Kapitel 3.3.1.) auf TEM-

Netze mit Kohlenstofflochfilm übertragen. Anschließend wurden die Membranen im 

TEM verschiedenen Elektronendosen ausgesetzt, wie sie für die Bio-TEM üblich sind. 

Ziel war es, eine möglichst dünne Membran herzustellen, welche eine ausreichende 

Stabilität aufweist.  

Hier stellte sich heraus, dass die Hydrogel-Nanomembranen ab einer Dicke von etwa 

5 nm genügend stabil sind, um sie für mehrere hundert Millisekunden dem 

Elektronenstrahl auszusetzen. Außerdem wurde das Experiment ohne Aufbringen einer 

Probe und bei Raumtemperatur durchgeführt. Durch die tiefen Temperaturen während des 

Kryo-Experiments und dem zusätzlichen amophen Eisfilm sollten die Membranen weiter 

stabilisiert werden.  
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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 Löcher. Bei 500 ms ist immer noch ein Großteil 
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 Goldoberflächen. Die 

Quervernetzung mit dem Polymerisationsquervernetzer EGDGE ermöglicht zum einen 

die Quervernetzung der Polyglycerolfilme, zum anderen können die Hydrogel-Schichten 

durch die Polymerisation von EGDGE weiter aufgebaut werden. Die Quervernetzung bei 

90 °C hat sich bewährt, da bei höheren Temperaturen ein stärkerer Abbau des PG-SAMs 

festgestellt wurde, welcher zu nicht reproduzierbaren Schichtdicken der resultierenden 

Filme führt. Die quervernetzten Hydrogel-Filme können als freistehende, kontinuierliche 

Membran auf TEM-Netze transferiert werden.  Ab einer Dicke von 5 nm weisen die 

Membranen, unter den für Bio-TEM-Experimente üblichen Bedingungen, eine 

ausreichende Stabilität auf. 



 

53 
 

3.2.4. Experimentelles 

 

Materialien 

Silicium(100)-Wafer (Wacker Chemie AG) wurden mit 200 nm Gold bedampft 

(Aufdampfrate 1.0 – 2.0 Å/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 SPHyNs, 

welcher in der Veröffentlichung 35 beschrieben ist. 

Herstellung von PG-Schichten auf Gold 

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

oberflächen ist in Quelle 35 veröffentlicht. 

Quervernetzung mit EGDGE 

Ein Glasgefäß mit flachem Boden (ca. 25 x 15mm), einer Höhe von 20 mm, Glas-

Schraubgewinde (GL32), Schraubdeckel (GL32, Polyphenylensulfid und Silikon/PTFE-

Dichtung) und seitlichem Schlenkhahn wurde im Vakuum ausgeheizt. Unter 

Schutzgasatmosphäre wurden die PG-beschichteten Gold-Substrate in das Gefäß 

gegeben. Das frisch destillierte EGDGE wurde auf das Substrat gegeben, sodass dieses 

komplett bedeckt war. Die Lösung wurde für 10 Minuten im Vakuum entgast. 

Anschließend wurde das Gefäß im Ölbad für die gewünschte Zeit auf die gewünschte 

Temperatur erhitzt. Nach Ende der Reaktionszeit wurde das Gefäß auf Raumtemperatur 

gekühlt. Abschließend 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) durchgeführt. Der 

Laserstrahl mit der Wellenlänge 632.8 nm fiel unter einem Winkel von 70° auf die Probe. 
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Für die Bestimmung der Schichtdicken wurden für 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 CO2-freier Luft gespült. Für 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 (Auflösung 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 Oberfläche 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 Probenpräparation von 

Membranproteinen signifikant verbessern. Zum einen bedecken SPHyNs den amorphen 

Kohlenstofffilm mit einer Schicht aus biorepulsivem Hydrogel, zum anderen bilden sie in 

den Löchern des amorphen Kohlenstofffilms ein feines Hydrogelnetzwerk, welches den 

Wasserfilm während der Probenpräparation stabilisiert (siehe 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 Löchern 
stabilisiert ein feines Netzwerk aus Hydrogel den dünnen Wasserfilm. Dies führt zu einer gleichmäßigen 
Verteilung der Proteine.35 

 

Die biorepulsive Hydrogel-Nanomembran soll analog zu dem Aufbau 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 Goldoberfläche hergestellt. Die Quervernetzung der PG-

Schicht erfolgte mit reaktiven Tetraethylenglykol-Derivaten, welche im Gegensatz zu 

EGDGE nicht zu einem Schichtaufbau durch Polymerisation führen können. 

Zunächst wurden Derivate von Tetraethylenglykol (TEG) mit unterschiedlich reaktiven 

Abgangsgruppen (Chlorid (Cl2-TEG), Bromid (Br2-TEG), Iodid (I2-TEG), Tosylat (Ts2-

TEG), Mesylat (Mes2-TEG)) synthetisiert und hinsichtlich ihrer Eignung zur 

Quervernetzung des PG untersucht.118  

 

 

Abbildung 30: Reaktion einer Hydroxygruppe der PG-Schicht mit einem reaktiven Tetraethylenglykol-Derivat 
unter basischen Bedingungen. Die Abgangsgruppe (AG) ermöglicht einen nukleophilen Angriff durch die 
Hydroxygruppen des PG, wodurch Tetraethylenglykol in die PG-Schicht eingebaut und diese hierdurch vernetzt 
werden kann. Fünf verschiedene Derivate (Cl2-TEG, Br2-TEG, I2-TEG, Ts2-TEG, Mes2-TEG) wurden im 
Hinblick auf die Quervernetzung der PG-Schicht untersucht. 

 

Die Abgangsgruppen ermöglichen einen nukleophilen Angriff durch die Hydroxygruppen 

des PG, wodurch Tetraethylenglykol in die PG-Schicht eingebaut und diese hierdurch 

quervernetzt wird (siehe Abbildung 30).  

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

Quervernetzers in absolutem DMF gelegt, denen entweder ein Überschuss der Hilfsbase 
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Triethylamin (≈40 mMol) oder Pyridin (≈60 mMol) zugesetzt wurde. In der jeweiligen 

Lösung 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 vollständige Entfernung der SAM von der 

Goldoberfläche beobachtet. Außerdem zeigte sich, dass es bei der Verwendung von 

Triethylamin zu einem stärkeren Schichtabbau verglichen mit Pyridin kommt. Bei 

höheren Temperaturen wurde ebenfalls ein stärkerer Abbau der Schicht festgestellt, 

weswegen die Quervernetzung bei 25 °C für 17 h durchgeführt werden sollte. Bei der 

Behandlung der PG-Schichten mit den verschiedenen Quervernetzern wurde allgemein 

eine Abnahme der Schichtdicke beobachtet. Der größte Abbau der Schicht wurde für die 

Halogenide Cl2-TEG und I2-TEG festgestellt, weswegen sich diese nicht zur 

Quervernetzung eignen. Die Verwendung von Ts2-TEG führte zur Bildung eines 

unlöslichen Salzes auf der Oberfläche, welches nicht mehr entfernt werden konnte, 

weswegen dieser Ansatz ebenfalls nicht weiter verfolgt wurde. Es gelang, die 

Schichtdickenabnahme für die Kombination aus Mes2-TEG und Pyridin als Hilfsbase bei 

25 °C für 17 h auf ein Minimum von 1.5 ± 0.5 nm zu reduzieren. Somit wurde diese 

Kombination für 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 

Methode119 transferiert.  

Für den Transfer der Membranen wurde eine Schutzschicht aus Polymethylmethacrylat 

(PMMA) aufgebracht. Diese stabilisiert die nur wenige Nanometer dicke Schicht 

während des Transferprozesses. Nach dem Aufbringen der Schutzschicht wurden die 

Substrate wenn nötig in kleinere Stücke gebrochen. Zur Abscheidung wurden 

Siliziumsubstrate ohne Haftvermittler mit Gold beschichtet. Dies ermöglicht, 

anschließend die Goldoberfläche von dem Substrat mit abzuheben. Mit einer Iod-

Ätzlösung wurde die Goldschicht entfernt und die Membran nach weiteren 

Waschschritten auf das Zielsubstrat übertragen. Abschließend wurde das PMMA durch 

Einlegen in Aceton entfernt. Wenn die Membranen auf TEM-Netze transferiert wurden, 

erfolgte die abschließende Entfernung des Lösungsmittels möglichst schonend mittels 

überkritischer Trocknung (Kritisch-Punkt Trocknung, KPT). Ein einfaches Verdampfen 

des Acetons an Luft führte dazu, dass keine freistehenden Membranen erhalten werden 

konnten. 
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Abbildung 31: Herstellung der selbst-perforierenden Hydrogel-Nanomembranen: a) Synthese des Disulfid-
funktionalisierten Polyglycerolderivates. b) Abscheidung auf einer Goldoberfläche. c) Quervernetzung mit 
Mes2TEG. d) Transfer der Membran auf ein TEM-Netz.35 

 

Es wurden verschiedene Konzentrationen von Mes2TEG 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 unabhängig von der 

verwendeten Quervernetzerkonzentration kontinuierliche Membranen liefert, für die eine 

Schichtdicke von ungefähr 2 nm mittels AFM bestimmt wurde.  

Im Gegensatz dazu konnte für Membranen, welche auf TEM-Netze transferiert wurden, 

ein Aufreißen der Membranen (Selbstperforation) über den Löchern des 

Kohlenstofflochfilms unter Ausbildung einer Netzstruktur beobachtet werden (siehe 

Abbildung 32). Es bildeten sich hierbei Löcher 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 übereinstimmt. 

Eine derartige Netzstruktur eignet sich, um den dünnen Wasserfilm in den Löchern des 

Kohlenstofflochfilms vor dem Frieren der Probe zu stabilisieren (siehe Kapitel 3.3.2). Es 

wurde weiterhin untersucht, inwiefern die Porosität 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 reißen über den Löchern auf. In Abhängigkeit von der verwendeten 
Quervernetzerkonzentration (hier 50 und 10 mM) wird ein eng- bzw. grobmaschigeres Netz erhalten.35 

 

Um die Abhängigkeit der Porosität der Netzstruktur von der Konzentration an Mes2TEG 

zu quantifizieren, wurde der von der Membran bedeckte Bereich des Loches im 

Kohlenstofflochfilm bestimmt (siehe Abbildung 33). Hierfür wurden mehrere Chargen  

von Membranen, ausgehend von der Abscheidung einer PG-Schicht und deren 

Quervernetzung, hergestellt und verglichen. Hierbei wurde beobachtet, dass die 

Löchrigkeit bei gleicher Quervernetzerkonzentration innerhalb einer Charge nur wenig 

variierte, es jedoch größere Unterschiede zwischen den verschiedenen Chargen gab. Dies 

ist wahrscheinlich auf die Kräfte zurückzuführen, welche während der KPT auf die 

sensiblen Membranen wirken.  

Für kleine Quervernetzerkonzentrationen ist die Porosität insbesondere aufgrund der 

Kräfte während des KPT nur schwer zu kontrollieren, sodass Membranen mit einer 

Bedeckung im Bereich von etwa 15 - 50 % erhalten werden. Für eine 100 mM Mes2TEG 

Konzentration können Membranen mit einer Bedeckung von etwa 73 ± 7 % erhalten 

werden. Somit führt eine höhere Quervernetzerkonzentration zu einer erhöhten 

Stabilisierung der Membran, jedoch ist dieser Effekt bei kleinen Konzentrationen 

(< 20 mM) nicht erkennbar, da vermutlich die Kräfte des KPT eine größere Variation 

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

 

Eine andere Möglichkeit, die Porosität anzupassen, besteht darin, die Membranen 

nachträglich zu verändern. Durch Plasmabehandlung ist eine gezielte Schädigung der 

Membran möglich, sodass das Netzwerk weiter in sich kollabiert und die Porosität 

nachträglich erhöht werden kann. Eine 45 Sekunden-Behandlung der Membran in einem 

Glimmentladungsplasma verringert die Bedeckung von 39 ± 3 % auf 10 ± 3 %. 

 

 

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.35 
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Die Hydrogel-Membran wurde außerdem auf einen Kohlenstofflochfilm transferiert, 

welcher keine regelmäßige, runde Lochstruktur, sondern eine Variation an kleinen oder 

großen Löchern und Ellipsen aufweist (sog. C-flat® Multihole grids). Hierdurch konnte 

gezeigt werden, dass die Art der Löcher im Kohlenstofflochfilm keinen Einfluss auf die 

Form der entstehenden Löcher in der PG-Membran zu haben scheint (siehe 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 Löcher durch ein feines 

Hydrogelnetzwerk überspannt sind. Vorteilhaft ist, dass das System auch auf andere 

TEM-Netze (z.B. Goldfilme120, Graphen121,122 oder amorphe Metalle123) transferiert 

werden kann und somit unabhängig vom Trägermaterial 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 Löcher der Hydrogel-Membran unabhängig von der Form der Löcher im 
Kohlenstofflochfilm ist.35 

 

3.3.2. Untersuchungen der Proteinverteilung mittels Kryo-TEM 

 

Die mit einem Hydrogel bedeckten TEM-Netze wurden im Hinblick auf die 

Verbesserung der Probenpräparation von Membranproteinen untersucht. Es wurden 

hierfür zwei Proteine ausgewählt, von welchen bekannt ist, dass die Probenpräparation 

problematisch ist und nicht ausreichend Partikel im amorphen Eisfilm erhalten werden. 
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Es handelt es sich um das Polytomella ATP Synthase Dimer124 und den Komplex I125 aus 

Yarrowia lipolytica. 

Es zeigte sich, dass Proben des Komplexes I mehr als 60 gleichmäßig verteilte Partikel 

pro Bild enthielten, welche für 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 Auflösung von 

8.1 Å zu berechnen. Zuvor war es deutlich schwerer, Proben des Proteins für eine 

Strukturbestimmung zu präparieren. Die gute Auflösung der Struktur zeigt die 

Sekundärstrukturelemente, sowie die Eisen-Schwefel-Cluster des Proteins (siehe 

Abbildung 36). 

 

 

Abbildung 36: Strukturbestimmung des Komplexes I aus Yarrowia lipolytica: Kryo-TEM-Aufnahme der 
gefrorenen Proteinprobe (A). Hochauflösende TEM-Aufnahme der gefrorenen Proteinprobe (B). Struktur des 
Komplexes I mit einer Auflösung von 8.1 Å. Die lokale Auflösung ist durch den Farbcode gegeben. Die Skala ist 
in Ångström angegeben. (C) Darstellung der Dichteverteilung, welche die Eisen-Schwefelcluster des Proteins 
erkennen lässt (D).35 



 

63 
 

Die Präparation von Kryo-Proben des ATP-Synthase Dimers verlief ebenfalls erfolgreich. 

Für die Strukturbestimmung wurden insgesamt 23200 Proteinpartikel von 2096 Bildern 

verwendet, um die Struktur mit einer Auflösung von 6.4 Å zu berechnen. Die Struktur des 

ATP-Synthase Dimers konnte sehr gut aufgelöst werden, sodass Elemente wie die 

C10-Ringe der Rotoren gut erkennbar sind (siehe Abbildung 37). 

Die Struktur des ATP-Synthase Dimers wurde bereits 2016 mit einer Auflösung von 

6.2 Å bestimmt. Bemerkenswert ist, dass hierfür 37238 Partikel ausgewertet wurden. Die 

Verwendung der SPHyNs führte dazu, dass 14000 Partikel weniger (-38 %) benötigt 

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

 

 

Abbildung 37: Strukturbestimmung des Polytomella ATP Synthase Dimers: Hochauflösende TEM-Aufnahme 
der gefrorenen Proteinprobe (A). Struktur der ATP-Synthase mit einer Auflösung von 6.4 Å. Die lokale 
Auflösung ist durch den Farbcode gegeben. Die Skala ist in Ångström angegeben (B). Horizontaler Schnitt durch 
den F0-Teil der ATP-Synthase, wodurch die C10-Ringe der Rotoren gut zu erkennen sind (C).35 
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Dies kann durch die Stabilisierung des Wasserfilms durch die feinen Hydrogelfasern 

erklärt werden. Für die Berechnung der Struktur war es möglich, die Partikel aus 

Regionen in der Mitte der Löcher zu verwenden. Dort ist der amorphe Eisfilm dünner, 

wodurch Aufnahmen der Partikel mit einem geringeren Hintergrund erhalten wurden. Die 

frühere Struktur wurde von Partikeln bestimmt, welche sich in der Nähe des 

Kohlenstofflochfilms befanden. Dort ist das Eis deutlich dicker, wodurch der Kontrast der 

Aufnahmen herabgesetzt wird. 

Um zu testen, ob die Unregelmäßigkeit der Löcher des Hydrogelnetzwerkes für die 

homogene Proteinverteilung verantwortlich ist, oder dessen chemische 

Zusammensetzung, wurden Kryo-Proben mit dem Komplex I und einem speziellen 

Trägermaterial gefroren, das eine ähnliche Struktur wie die SPHyNs aufweist. Das 

Trägermaterial bestand aus einem Kohlenstofffilm, welcher ebenfalls unregelmäßige 

Löcher aufweist (sog. lacey carbon). Auch für 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 Kohlenstofffilms für 

die gleichmäßige Verteilung des Proteins in den Löchern verantwortlich zu sein. 

 

 

Abbildung 38: Kryo-TEM-Aufnahme von Komplex I aus Yarrowia lipolytica, welche mit einem lacey carbon 

Trägerfilm hergestellt wurde. Die Partikel akkumulieren sich in der Nähe 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 Goldoberfläche abgeschieden wurden, können mit reaktiven TEG-Derivaten 

quervernetzt werden. Die Untersuchung verschiedener TEG-Derivate zeigte, dass sich 

Mes2TEG mit Pyridin als Hilfsbase in absolutem DMF bei Raumtemperatur am besten 

zur Quervernetzung eignet.  Die vernetzten Schichten können auf unterschiedlichste 

Substrate transferiert  werden.  Durch den Transfer der Membranen auf TEM-Netze mit 

Kohlenstofflochfilm können SPHyNs hergestellt werden. Die transferierte Membran 

deckt den amorphen Kohlenstoff mit einer etwa 2 nm dicken, kontinuierlichen, 

biorepulsiven Hydrogel-Schicht ab. Über den Löchern dagegen reisst die Membran unter 

Ausbildung einer freistehenden Netzstruktur auf (Selbstperforation). Die 

Quervernetzerkonzentration und der Transferprozess beeinflussen dabei die Porosität der 

Netzstruktur. Ein nachträgliches Erhöhen der Porosität ist durch Behandlung der 

Membranen im Glimmentladungsplasma möglich. 

SPHyNs erleichtern die Präparation von Proben für die Kryo-TEM, wie anhand zweier 

Membranproteine, deren Präparation zuvor nicht oder nur mit großem Aufwand möglich 

war, gezeigt werden konnte. Durch die Abdeckung des amorphen Kohlenstofffilms mit 

einem kontinuierlichen, biorepulsiven Hydrogel wird die Adsorption hydrophober 

Proteine an dem Kohlenstoff unterdrückt. Gleichzeitig stabilisieren die feinen 

Hydrogelfasern der Netzstruktur den Wasserfilm in den Löchern des 

Kohlenstofflochfilms. Beides führt zu einer für die Mikroskopie optimalen Verteilung der 

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

 

Die Untersuchungen zu biorepulsiven SPHyNs35 und zu der Beschichtung von 

Kohlenstofffilmen mit einem Goldfilm und einer biorepulsiven SAM108 haben gezeigt, 

dass die biorepulsive Funktionalisierung des Kohlenstofffilms auf dem TEM-Netz 

entscheidend für eine gute Proteinverteilung ist. Es wäre es vorteilhaft, amorphe 

Kohlenstofffilme direkt durch Aufbringen eines Moleküls biorepulsiv funktionalisieren 

zu können.  

In diesem Projekt sollte eine einfache Möglichkeit zur biorepulsiven Funktionalisierung 

amorpher Kohlenstoffschichten entwickelt werden. Als biorepulsives Material sollte PG, 

welches sich bereits in anderen Projekten bewährt hatte, verwendet werden. Es ist 

bekannt, dass Amphiphile, bestehend aus einem Hydrogel  und einer aromatischen oder 

aliphatischen Einheit, an sp2-hybridisierten Kohlenstoffoberflächen wie 

Kohlenstoffnanoröhren oder Graphen adsorbieren.126–131 In einer vorangegangenen Arbeit 

wurden verschiedene PG-Pyren-Derivate zur Funktionalisierung von hochorientiertem 

pyrolytischem Graphit (engl. highly oriented pyrolytic graphite, HOPG) verwendet.132 

Auch im Rahmen dieser Arbeit sollte zunächst 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 Oberflächenbeschichtungen zu 

erhalten. Derartig funktionalisierte Kohlenstofffilme eignen sich für die 

Probenpräparation von hydrophoben Membranproteinen. Die Funktionalisierung führt zu 

einer Erhöhung der Dichte an Proteinmolekülen, welche in den Löchern 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 Eis während des TEM-

Experimentes, welche zu einer Unschärfe der Partikel auf den Aufnahmen führt, reduziert 

werden. Zum anderen sollte der amorphe Eisfilm in den Löchern des 

Kohlenstofflochfilms stabilisiert werden. 

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

überspannt, zur Stabilisierung des amorphen Eisfilms verwendet werden kann.35 
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Außerdem wurde gezeigt, dass die Elektronenstrahl-induzierte Bewegung durch die 

Verwendung eines leitfähigen Materials reduziert werden kann.120 Einwandige 

Kohlenstoffnanoröhren (single-walled carbon nanotubes, SWCNTs) sind leitfähige 

Röhren aus Kohlenstoffatomen, welche sich zum Abführen von Ladungen eignen.133–136 

Außerdem lassen sich SWCNTs durch das bereits zur Funktionalisierung des amorphen 

Kohlenstofffilms verwendete PG-Pyren-Derivat funktionalisieren.126–131 

Es gelang durch den Transfer auf Kohlenstofflochfilme von mit PG-Pyren-Derivaten 

funktionalisierten SWCNT-Netzwerken, welche die Löcher des Kohlenstofffilms 

überspannen, ein biorepulsives, leitfähiges Netzwerk zu realisieren. Hierdurch wurden 

TEM-Netze mit einem Hydrogel-funktionalisierten Netzwerk aus Kohlenstoffnanoröhren 

(hydrogel-functionalized carbon nanotube network, HyCaNet) hergestellt, welche den 

Wasserfilm in den Löchern des Kohlenstofflochfilms stabilisieren, die Dichte von 

Partikeln im amorphen Eis erhöhen 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 

Kohlenstoffoberflächen bewährt. In diesem Projekt sollten zwei Moleküle untersucht 

werden, welche beide eine Pyren-Einheit als Basis enthalten, sich jedoch in der Anzahl 

der PG-Einheiten unterscheiden. Über die Pyren-Basis soll später eine Bindung der 

Moleküle an die Kohlenstoffoberfläche 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 (siehe 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 zunächst nach Literaturvorschrift137 Pyren (5) 

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

(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolanyl)-Gruppe substituiert138 und 1-Bpin-pyren (7) 

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

umgewandelt,139 wodurch der Polymerisationsinitiator 3 erhalten wurde (siehe Abbildung 

40). 

 

 

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) 
H2O2/NaOH, Tetrahydrofuran/Wasser, RT. 
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Das Polymer 1 konnte direkt aus dem Initiator 3 durch Deprotonierung mit 

Natriummethanolat und anschließender Umsetzung mit Glycidol erhalten werden.  

Aus Verbindung 3 kann der bifunktionale Polymerisationsinitiator 1,6-Dihydroxypyren 

gewonnen werden. Mithilfe einer Literatur-bekannten140 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 

säulenchromatographisch getrennt wurde.  

 

 

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 Vollständigkeit der Reduktion von 

Verbindung 8 zu Verbindung 4 wurde mittels NMR überprüft. Nach Entfernen des 

Lösungsmittels konnte das erhaltene 1,6-Dihydroxypyren mit Natriummethanolat 

deprotoniert und anschließend mit Glycidol umgesetzt werden.141 Da 1,6-Dihydroxypyren 

(4) sehr oxidationsempfindlich ist, wurde das Molekül erst kurz vor der Verwendung aus 

der stabilen Verbindung 8 synthetisiert und direkt weiter umgesetzt.  

Die Polyglycerolderivate wurden mittels Dialyse von kleineren Molekülen und 

Oligomeren gereinigt. Die mittlere Molekülmasse der Polymere wurde mittels 

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

Im Folgenden werden der Übersichtlichkeit halber die Polymere 1 und 2 als PG-O-Pyren 

und (PG-O)2-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)2-Pyren auf 

amorphem Kohlenstoff zu untersuchen, wurden Goldoberflächen mit einer etwa 10 nm 

dicken Schicht aus amorphem Kohlenstoff mittels Kohlefadenbedampfung beschichtet.142 

Die Kohlenstoffoberfläche wurde anschließend in eine 0.1%ige wässrige Lösung des 

jeweiligen Polymers eingelegt und nach dem Herausnehmen mit Wasser gespült. 

Ellipsometrisch konnte nach dem Einlegen in die Polymerlösung eine 

Schichtdickenzunahme von 1.1 ± 0.1 nm für PG-O-Pyren und 6.7 ± 0.2 nm für 

(PG-O)2-Pyren gemessen werden. Intensives Spülen der Oberflächen mit Wasser führte 

zu keiner signifikanten Änderung 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 für das 

Polymer charakteristischen Banden (siehe Abbildung 42), welche auch in dem Spektrum 

der quervernetzten PG-Schichten auftraten (Kapitel 3.2.).  

 

 

Abbildung 42: IRRA-Spektrum von (PG-O)2-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.143 
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Besonders ausgeprägt ist die breite Bande im Bereich von 3200 bis 3600 cm-1, die der 

Streckschwingung der Hydroxygruppen zugeordnet werden kann, die symmetrische und 

asymmetrische Methylen-Streckschwingung (2920 und 2880 cm-1) und die symmetrische 

und asymmetrische Ether-Streckschwingung (900 und 1180 cm-1).  

Eine Oxidation des PG-Polymers wird hier allerdings nicht beobachtet, was auf den 

Ausschluss von Sauerstoff während der Synthese von (PG-O)2-Pyren zurückzuführen ist. 

Anschließend wurden im Gegensatz zu der Quervernetzung von PG-Schichten auf 

Oberflächen (Kapitel 3.2 und 3.3) keine weiteren Reaktionen durchgeführt, welche zu 

einer Oxidation führen können. 

Die unterschiedlichen ellipsometrischen Schichtdicken lassen darauf schließen, dass eine 

unterschiedliche Bedeckung der Oberfläche vorliegt. Dies sollte sich ebenfalls auf die 

Eigenschaften der Oberfläche auswirken. Um die biorepulsiven Eigenschaften der 

Oberflächenbeschichtung zu testen, wurden Biorepulsivitätstests durchgeführt. Die 

Oberflächen wurden hierfür einer gepufferten Lösung von Bovinem Serumalbumin 

(BSA) exponiert und die Schichtdickenzunahme durch unspezifische Adsorption des 

Proteins bestimmt. Für die mit PG-O-Pyren beschichtete Oberfläche konnte eine 

Schichtdickenzunahme von 0.7 ± 0.1 nm beobachtet werden, wohingegen die mit 

(PG-O)2-Pyren beschichtete Oberfläche nur einen Zuwachs von 0.06 ± 0.06 nm aufwies. 

Somit ist der mit (PG-O)2-Pyren funktionalisierte Kohlenstofffilm nahezu vollständig 

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 erklärt werden. PG-O-Pyren bildet deutlich dünnere Schichten 

aus, weswegen vermutlich freie Stellen auf der Oberfläche verbleiben, an die das Protein 

adsorbieren kann (siehe Abbildung 43, roter Pfeil).  
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Abbildung 43: Pyren-haltige PG-Derivate zur Funktionalisierung amorpher Kohlenstofffilme: Die PG-Pyren-
derivate binden über die Pyren-Einheit an die Kohlenstoffoberfläche. Die resultierende Oberflächendichte an 
PG ist jedoch für die beiden Verbindungen unterschiedlich. Bei der mit PG-O-Pyren beschichteten Oberfläche 
sind vermutlich noch Lücken (roter Pfeil) in der PG-Schicht, wodurch die Biorepulsivität vermindert ist.143 

 

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 

Komplex I125 aus Yarrowia lipolytica hergestellt. Es wurden sowohl mit PG-O-Pyren als 

auch mit (PG-O)2-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, präpariert auf TEM-Netzen, deren Kohlenstofffilm auf 
verschiedene Arten funktionalisiert wurde: Die Kohlenstofffilme wurden mit PG-O-Pyren (B), (PG-O)2-Pyren 
(C) oder im Glimmentladungsplasma (A) behandelt. Die Veränderung des Kohlenstofffilms im 
Glimmentladungsplasma führt 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 Löchern 
des amorphen Eisfilms zu erkennen. Die Verwendung von (PG-O)2-Pyren (C) führt zu vielen, deutlich 
erkennbaren Partikeln.143 

 

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 Probenpräparation dieses Proteins ist. Eine reine 

Hydrophilisierung des Kohlenstoffs ist nicht ausreichend, um eine Verteilung der Partikel 

in den Löchern zu erhalten. Im Gegensatz hierzu sind bei der Probe, welche mit 

PG-O-Pyren behandelt wurde, einige Partikel zu erkennen. Die durchschnittliche Anzahl 

der für eine Strukturberechnung verwendbaren Partikel beträgt 14.5 Partikel pro 

Aufnahme (61 Aufnahmen mit einer Größe von 679 nm x 679 nm wurden ausgewertet). 

Deutlich mehr Partikel sind jedoch bei der Probe, welche mit (PG-O)2-Pyren 

funktionalisiert wurde zu erkennen. Hier sind durchschnittlich 31.2 Partikel pro Bild 

verwendbar (42 Aufnahmen mit einer Größe von 679 nm x 679 nm wurden ausgewertet). 

Hiermit bestätigen die TEM-Experimente die zuvor mittels Ellipsometrie erhaltenen 

Ergebnisse zur Biorepulsivität der Beschichtungen. (PG-O)2-Pyren führt zu einer deutlich 

besseren biorepulsiven Funktionalisierung der Kohlenstoffoberfläche.  

Die beiden Beschichtungen mit den PG-Derivaten eröffnen aufgrund ihrer 

unterschiedlichen Biorepulsivität die Möglichkeit, die Dichte der Partikel im Eis zu 

kontrollieren. Beispielsweise ist es denkbar, Mischungen der beiden Verbindungen 

herzustellen und hierdurch die Biorepulsivität der Kohlenstoffschicht auf dem TEM-Netz 

einzustellen. Dies ist von Interesse, wenn das Verdünnen oder Konzentrieren der Probe 

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

einwandigen Kohlenstoffnanoröhren 

 

Die Elektronenstrahl-induzierte Bewegung von Partikeln im Eis während des TEM-

Experimentes führt zu einer Unschärfe der Partikel auf den Aufnahmen. Dies kann 

teilweise computerunterstützt korrigiert werden,144 jedoch ist es sinnvoll, die Bewegung 

durch die Verwendung leitfähiger Substrate von vornherein zu minimieren.120 SWCNTs 

sind Röhren aus sp2-hybridisierten Kohlenstoffatomen und weisen eine hohe Leitfähigkeit 

auf.133–136 Aus diesem Grund sollte untersucht werden, inwiefern ein Netzwerk aus 

biorepulsiv funktionalisierten SWCNTs verwendet werden kann, um die 

Aufladungseffekte während des TEM-Experiments zu reduzieren. Insbesondere die 

biorepulsive Beschichtung der Kohlenstoffnanoröhren könnte die Leitfähigkeit reduzieren 

oder isolierend wirken. Allerdings kann durch das biorepulsive Netzwerk aus SWCNTs 

eine Stabilisierung des Wasserfilms während der Probenpräparation vergleichbar zu den 

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

Generell müssen SWCNTs mit Detergenzien in Lösung stabilisiert (solubilisiert) werden, 

da die hydrophoben Kohlenstoffnanoröhren ansonsten keine stabile Suspension bilden, 

sondern in dem wässrigen Medium aggregieren. Eine Vielzahl von Amphiphilen wurde in 

der Literatur für die Solubilisierung von Kohlenstoffnanoröhren untersucht. Unter 

anderem wurden auch Amphiphile aus einem Hydrogelbildner (PG oder PEG) und einer 

aromatischen bzw. aliphatischen Einheit (oder beidem) erforscht.126–130 Als aromatische 

Einheit haben ebenfalls Pyren-haltige Derivate Anwendung gefunden.126,128–130,145 Der 

hydrophobe Teil der Moleküle lagert sich an die Kohlenstoffnanoröhren an, sodass der 

polare Teil in die Lösung ragt und die Oberfläche 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 für die 

Funktionalisierung amorpher Kohlenstofffilme verwendeten Pyren-Derivate (PG-O-Pyren 

und (PG-O)2-Pyren) im Hinblick auf ihre Solubilisierungseigenschaften und zur 

gleichzeitigen biorepulsiven Funktionalisierung von SWCNTs zu untersuchen. Es wurden 

Solubilisierungstests mit den SWCNTs und einer 0.1%igen wässrigen Lösung der 

jeweiligen PG-Pyren-Derivate durchgeführt. Die Nanoröhren wurden hierfür in der PG-

Pyren-Lösung suspendiert und anschließend zentrifugiert. Bei einer ausreichenden 
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Funktionalisierung der Nanoröhren durch die Detergenzien verbleiben sie nach der 

Zentrifugation in Lösung. Die Ergebnisse der Pyren-Derivate und anderer 

Vergleichsdetergenzien, welche häufig zur Solubilisierung von SWCNTs verwendet 

werden, sind in Abbildung 45 dargestellt. Der Test zeigt, dass (PG-O)2-Pyren die 

Nanoröhren deutlich besser solubilisiert als PG-O-Pyren (die Lösung ist aufgrund der 

höheren Konzentration stärker gefärbt). Die Solubilisierungseffizienz ist vergleichbar zu 

der von Dodecylmaltosid (DDM).  

Eine erfolgreiche Solubilisierung zeigt, dass die Oberfläche der SWCNTs mit einer 

Schicht des Pyren-Derivates überzogen ist. Inwiefern die Beschichtung ausreicht, um die 

Nanoröhren ausreichend biorepulsiv zu funktionalisieren, muss jedoch durch ein TEM-

Experiment gezeigt werden.  

 

 

Abbildung 45: Solubilisierungstests von SWCNTs mit PG-O-Pyren und (PG-O)2-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: n-Dodecyl-N,N-dimethyl-3-ammonium-1-propan-
sulfonat.143 

 

Für die Deposition eines Netzwerkes aus Nanoröhren auf einen Kohlenstofflochfilm 

müssen die funktionalisierten Nanoröhren auf diesen Film mit einer bestimmten Dichte 

aufgebracht werden. Hierfür wurde eine Methode von Wu et al.
146 angepasst.  

Der Prozess ist in Abbildung 46 a dargestellt. Der Überstand nach dem Abzentrifugieren 

der Suspension, welcher die solubilisierten SWCNTs enthält, wurde über einen 

Nitrocellulosefilter filtriert. Das mit den Nanoröhren bedeckte Filterpapier wurde 

anschließend mit der Oberseite auf ein mit einem amorphen Kohlenstofffilm bedecktes 

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

eine wässrige (PG-O)2-Pyren-Lösung gelegt.  

 

 

Abbildung 46: Herstellung und Aufbau eines HyCaNet: a) Die SWCNTs werden mit dem PG-Pyren-Derivat 
solubilisiert und anschließend durch einen Nitrocellulosefilter filtriert. Hierbei legen sich die SWCNTs auf den 
Filter. Anschließend wird dieser mit der Oberseite zum Kohlenstofffilm hin auf das Netz gelegt. Abschließend 
wird die Nitrocellulose mit Aceton aufgelöst und der noch unbeschichtete, amorphe Kohlenstoff durch 
Inkubation in einer PG-Pyren-Lösung mit PG bedeckt. b) Ein HyCaNet besteht aus einem TEM-Netz mit 
Kohlenstofflochfilm, dessen Löcher mit SWCNTs netzartig überspannt sind. Sowohl die SWCNTs wie auch der 
amorphe Kohlenstoff sind mit biorepulsivem PG beschichtet.143 

 

Die Variation der SWCNT Konzentration ermöglicht bei dem Verfahren, die Dichte der 

Kohlenstoffnanoröhren auf dem Nitrocellulosefilterpapier anzupassen. In Abbildung 47 

ist eine TEM-Aufnahme eines HyCaNets abgebildet. Deutlich ist das Netzwerk aus 

Bündeln von SWCNTs zu erkennen, welche das Loch eines Kohlenstofflochfilms 

überspannen. In den Löchern des Netzwerks sollen die Proteine gleichmäßig verteilt in 

der Eisschicht vorkommen. 
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Abbildung 47: TEM-Aufnahme eines HyCaNets: Die Bündel von SWCNTs, welche das Loch eines 
Kohlenstofflochfilms überspannen, sind zu erkennen.143 

 

3.4.5. Untersuchungen eines Hydrogel-funktionalisierten 

Kohlenstoffnanoröhren-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 Biorepulsivität der HyCaNets untersucht 

werden. Hierfür wurden erneut Proben mit dem Komplex I bzw. der ATP-Synthase und 

HyCaNets, welche mit (PG-O)2-Pyren oder PG-O-Pyren hergestellt wurden, präpariert. 

Repräsentative TEM-Aufnahmen sind in Abbildung 48 dargestellt. 

Für beide Proteine konnte eine gleichmäßige Verteilung der Partikel in den Eisfilmen 

erhalten werden. Im Einklang mit den vorherigen Ergebnissen führte eine 

Funktionalisierung der HyCaNets mit (PG-O)2-Pyren zu mehr Partikeln im Eis. Für 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)2-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 präpariert wurden. Die Verwendung 
von HyCaNets führt bei beiden Proteinen zu einer gleichmäßigen Verteilung der Partikel in der Eisschicht.143 

 

Die Anzahl an Partikeln pro Aufnahme bei der Verwendung von HyCaNets ist geringer, 

verglichen mit der Anzahl an Partikeln, welche für die nur mit den Pyren-Derivaten 

funktionalisierten Kohlenstofflochfilme bestimmt wurde. Dies ist auf die Fläche, die von 

den SWCNTs eingenommen wird, zurückzuführen. Aufgrund des Raumes, welchen die 

SWCNTs in den Löchern einnehmen, verringert sich die Fläche des freistehenden 

amorphen Eisfilms, sodass auf einer Aufnahme ein kleinerer Bereich des Eises 

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 (weißer Pfeil). Während 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.143 
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Die Aufnahmen zeigen außerdem, dass die Proteine nicht an den SWCNTs akkumuliert 

sind, was auf eine ausreichende biorepulsive Funktionalisierung schließen lässt. Die 

erhaltenen Daten erlaubten die Berechnung der 3D Struktur des Komplexes I mit 25 Å 

Auflösung aus nur 1463 Partikeln.  

Um zu überprüfen, ob das Nanoröhren-Netzwerk tatsächlich die Elektronenstrahl-

induzierte Bewegung von Partikeln im Eis reduziert, wurde die Bewegung von Gold-

Nanopartikeln im amorphen Eis quantifiziert.120 Hierfür wurde der Abstand zweier 

Partikel bestimmt, von denen einer auf dem Kohlenstofffilm fixiert und der andere im 

amorphen Eis liegt. Während 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. 

 

 

Abbildung 50: Vergleich der Bewegung von Gold-Nanopartikeln, welche mit HyCaNets oder 
Kohlenstofflochfilmen, die mittels Glimmentladungsplasma behandelt wurden, präpariert wurden: Als Referenz 
wurde das HyCaNet (rot, mit HyCaNet) mit einem vergleichbaren, mittels Glimmentladungsplasma behandelten 
Kohlenstofflochfilm (blau, ohne HyCaNet) verglichen. Für 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. Für die Berechnung der Werte wurden 21 Bildstapel mit HyCaNets und 20 
Bildstapel ohne HyCaNets verwendet.143 

 

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 durchgeführt werden, beträgt die Reduktion sogar 70 %. Für die 

Verwendung von HyCaNets mit Biomolekülen ist somit eine deutliche Verbesserung der 

Bildqualität zu erwarten.  
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3.4.6. Schlussfolgerungen 

 

Mit Pyren-funktionalisierte PG-Derivate ermöglichen die nicht-kovalente 

Funktionalisierung von amorphen Kohlenstoffoberflächen und SWCNTs mit einem 

Hydrogel durch die Wechselwirkung der Pyren-Einheit mit der Kohlenstoffoberfläche. 

Der Vergleich zweier Pyren-funktionalisierter PG-Derivate mit einem bzw. zwei PG-

Dendrimeren (PG-O-Pyren und (PG-O)2-Pyren) zeigte, dass das Derivat mit zwei PG-

Dendrimeren zu einer besseren Bedeckung der Oberfläche und damit verbunden einer 

erhöhten Biorepulsivität führt. Die hergestellten PG-Pyren-Derivate eignen sich zudem 

zur Solubilisierung von SWCNTs. 

Die Verwendung von PG-Pyren-Derivaten gemeinsam mit SWCNTs ermöglicht die 

Herstellung von HyCaNets auf TEM-Netzen mit amorphem Kohlenstofflochfilm. Hierbei 

werden die Löcher des amorphen Kohlenstofflochfilms mit einem Netzwerk aus 

SWCNTs überspannt. Sowohl der Kohlenstofffilm als auch die SWCNTs sind mit einer 

biorepulsiven Schicht aus PG-Hydrogel beschichtet. Die nicht-kovalente 

Funktionalisierung amorpher Kohlenstofffilme durch PG-Pyren-Derivate führt zu einer 

Verbesserung der Proteinverteilung hydrophober Proteine, die ansonsten zur Adsorption 

an Kohlenstofffilmen neigen. Die Solubilisierung der SWCNTs mit den PG-Pyren-

Derivaten führt ebenfalls zu einer Bedeckung der Nanoröhren mit einen PG-Hydrogel, 

wodurch die Adsorption von Proteinen ebenfalls unterdrückt wird. Zusätzlich 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 Präparation von Proben für die Kryo-TEM, da sie zu einer für 

die Mikroskopie guten Verteilung der Proteine in der Probe führen. Außerdem verbessert 

die Reduktion der Elektronenstrahl-induzierten Bewegung die Bildqualität der TEM-

Aufnahmen. 
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3.5. Funktionalisierte Kohlenstoffnanomembranen mit spezifischen 

Anbindungsstellen 

 

Für die Berechnung der dreidimensionalen Struktur von Biomolekülen werden TEM-

Aufnahmen von Proben gemacht, in welchen die Biomoleküle homogen in einer dünnen 

Schicht aus amorphem Eis präpariert sind.  

Eine Methode, eine gleichmäßig verteilte Probe von Biomolekülen zu erhalten, ist, diese 

an ein möglichst dünnes, kontinuierliches Trägermaterial 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.147 Dünnere, leitfähige Materialien wie 

Graphen121,148–150 oder ähnliche kohlenstoffbasierte Materialien151–153 wurden im Hinblick 

auf die Reduktion des Kontrastverlustes durch das Trägermaterial untersucht. Allerdings 

kann eine Vorzugsorientierung der Proteine an den Filmen resultieren, da die Proteine mit 

ihren hydrophoben Seiten an diesen adsorbieren.35 Überdies besteht die Möglichkeit einer 

Konformationsänderung des Proteins aufgrund der Adsorption.154  

Ein weiteres Problem in der Probenpräparation besteht darin, dass es oftmals nicht oder 

nur unter großem Aufwand möglich ist, sehr reine Lösungen von Proteinen zu erhalten 

oder diese anzureichern.155 Inhomogenitäten in der präparierten Probe, wie 

Verunreinigungen durch andere Biomoleküle oder Partikel, können allerdings zu 

Problemen bei der Strukturbestimmung führen, weswegen diese möglichst vermieden 

werden müssen.  

Interessant im Hinblick auf die Lösung der genannten Probleme ist die Anbindung von 

Biomolekülen über spezifische Erkennungsstellen (sog. Affinitäts-Tags, siehe 

Kapitel 1.7.) an ein dünnes, kontinuierliches Trägermaterial. Durch die gleichzeitige 

Verwendung eines biorepulsiven Trägerfilms mit spezifischen Erkennungsstellen kann 

selektiv das gewünschte Biomolekül angebunden werden, was einen weiteren 

Reinigungsschritt darstellt. Zusätzlich führt eine regelmäßige Verteilung der 

Erkennungsstellen zu einer gleichmäßigen Verteilung der Partikel auf dem 

Trägermaterial.156 Werden die Erkennungsstellen ausreichend flexibel an das 

Trägermaterial angebunden, kann zudem eine Vorzugsorientierung vermieden werden.157 
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Sogenannte affinity-grids wurden bereits hergestellt und für die Strukturbestimmung 

eingesetzt.157–160 Zur Anbindung der Makromoleküle wurden beispielsweise der 

His-Tag157,159–161, Antikörper162 sowie die Streptavidin-Biotin-Affinität163–165 oder 

Kombinationen23 verwendet. Problematisch für die Anwendung in der TEM ist bisher 

jedoch die große Dicke der hergestellten Systeme (stärkerer Hintergrund führt zu einem 

schlechteren Kontrast) oder die unspezifische Bindung ungewünschter Biomoleküle an 

dem Trägermaterial.  

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 ermöglichen soll, die hier entwickelten TEM-Netze zu 

einem attraktiven Preis kommerziell anbieten zu können. Die Verwendung von CNMs 

bringt den Vorteil, dass sie aufgrund ihrer geringe Dicke bei gleichzeitig hoher 

mechanischer Stabilität nur zu einem geringen Kontrastverlust führen. Außerdem erlaubt 

die Amino-Terminierung der eingesetzten CNMs eine einfache Funktionalisierung. Mit 

dem entwickelten affinity-grid können vorzugsweise mit einem His-Tag-markierte 

Proteine aus einer Mischung mit anderen Biomolekülen an das TEM-Netz gebunden 

werden. 

 

3.5.1. Biorepulsive Funktionalisierung von 

Kohlenstoffnanomembranen mit Polyglycerol 

 

Um einen kontinuierlichen, biorepulsiven Trägerfilm für 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 während der 

Quervernetzung wird die Nitrogruppe der SAM zu einer Aminogruppe reduziert,27 

welche für die Polymerisation des Glycidols genutzt werden kann.  

Aluminiumoberflächen, welche mit mehreren Nanometern PG beschichtet sind, bieten 

sich als einfach herzustellendes, preiswertes Modellsystem für PG-beschichtete CNMs 
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an. Ab einer Dicke von einigen Nanometern exponieren beide Substrate eine 

geschlossene PG-Oberfläche, weswegen kein Unterschied in den Eigenschaften der 

Oberflächen zu erwarten ist. Aluminiumoberflächen lassen sich in einer 10%igen Lösung 

von Glycidol in absolutem NMP mit PG beschichten.66  

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 stärkeres Schichtwachstum festgestellt als bei der Verwendung von 

frisch destilliertem.  

Um die affinity-grids industriell produzieren zu können, ist es notwendig, diese 

reproduzierbar mit definierten PG-Schichtdicken anfertigen zu können. In Anlehnung an 

die Beschichtung oxidischer Oberflächen sollte die PG-Beschichtung der Amino-CNM in 

einer 10%igen Lösung von Glycidol in absolutem N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) 

erfolgen und eine Schichtdicke von mindestens 6 nm aufgebracht werden, da diese für 

eine vollständige Biorepulsivität notwendig ist.66  

Um eine Beschichtung der CNM mit hoher Reproduzierbarkeit zu ermöglichen, wurde 

die PG-Funktionalisierung der Amino-CNM in einer 10%igen Lösung von frisch 

destilliertem Glycidol in NMP bei 140 °C untersucht. Der Verlauf der ellipsometrisch 

bestimmten Schichtdicken in Abhängigkeit 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. 

Für längere Reaktionszeiten wurde eine größere Schichtdickenzunahme beobachtet. Eine 

mögliche Erklärung hierfür ist eine Alterung der Glycidol-Lösung bei erhöhten 

Temperaturen. Mehrere Monomere können miteinander reagieren, wodurch größere, aber 

noch reaktive Oligomere gebildet werden, welche in die Schicht eingebaut werden.166 

Hierdurch würde das Schichtwachstum beschleunigt werden. 
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Abbildung 51: Autopolymerisation von Glycidol zu größeren Oligomeren. Die Oligomere besitzen immer noch 
eine Epoxideinheit, wodurch sie in die PG-Schicht eingebaut werden können.166 

 

Außerdem führten lange Reaktionszeiten zu einer stärkeren, ungewünschten Oxidation 

der PG-Schicht und zu starken Schwankungen der erhaltenen PG-Schichtdicken.  

 

 

Abbildung 52: Beschichtung einer CNM mit einer 10%igen Lösung von Glycidol in absolutem NMP: Die CNM 
wurde für verschiedene Reaktionszeiten in der Glycidol-NMP-Lösung bei 140 °C beschichtet. Anschließend 
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) führt. Die beschichteten Membranen 

konnten ebenfalls erfolgreich auf Siliziumwafer transferiert und die Dicke der 

Membranen an den Rändern mittels AFM gemessen werden (siehe Abbildung 53). Hier 
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wurden Schichtdicken von 9 und 13 nm für die gesamte mit PG-beschichtete CNM 

bestimmt. Da die CNM eine Dicke von etwa 1 bis 2 nm aufweist, stimmen die über die 

verschiedenen Methoden erhaltenen Werte gut überein.  

 

 

Abbildung 53: AFM-Aufnahmen von auf Siliziumwafer transferierten, mit PG beschichteten CNMs. Die CNMs 
wurden für 2 (A) und 3 Stunden (B) in reinem Glycidol bei 140 °C beschichtet. Aus dem Höhenprofil entlang der 
roten Linie kann die Dicke der Membran abgeschätzt werden.  

 

Die erhaltene PG-Schicht wurde ebenfalls mittels IRRAS untersucht. Hier wurden die für 

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 für PG sind die Streckschwingungen der Hydroxygruppen im Bereich von 3200 

bis 3600 cm-1, die symmetrische und asymmetrische Methylen-Streckschwingung (2920 

und 2880 cm-1) und die symmetrische und asymmetrische Ether-Streckschwingung (900 

und 1180 cm-1). Die Bande bei 1740 cm-1 ist auf eine Oxidation des PG zurückzuführen. 
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Abbildung 54: IRRA-Spektrum nach der erfolgreichen Polymerisation von PG auf eine CNM: Es sind 
verschiedene für PG charakteristische Banden bei 3200 bis 3600 cm-1, 2920 und 2880 cm-1 und 900 und 1180 cm-1 
zu erkennen. Die Bande bei 1740 cm-1 ist auf eine teilweise Oxidation des PG zurückzuführen 

 

3.5.2. Untersuchungen zur spezifischen Anbindung von Proteinen 

über Ethylendiamintetraessigsäure 

 

Die spezifische Anbindung der Proteine an das biorepulsive Trägermaterial sollte über 

einen His-Tag erfolgen. His-Tag markierte Proteine binden mit hoher Affinität an auf 

einer Oberfläche immobilisierte Nickelionen (siehe Kapitel 1.7.). Die in diesem Projekt 

entwickelten affinity-grids sollten kostengünstig produziert werden können, um sie zu 

einem attraktiven Preis anbieten zu können. Aus diesem Grund sollte eine möglichst 

einfache Methode zur Funktionalisierung der biorepulsiven PG-Oberfläche mit einem 

Chelat-Komplexbildner gefunden werden. In diesem Kontext erschien die 

Immobilisierung von Nickelionen auf der PG-Schicht mittels Ethylendiamin-

tetraeessigsäure (EDTA) als eine interessante Möglichkeit, da EDTA kommerziell 

preiswert erhältlich ist und durch Aktivierung einer Carbonsäure-Gruppe leicht an die 

Hydroxy-Gruppen der PG-Schicht angebunden werden kann. Infolgedessen sollte die 



 

89 
 

Methode unter Verwendung von EDTA, zur Anbindung von His-Tag markierten 

Proteinen an eine PG-Oberfläche, untersucht werden. 

 

3.5.2.1. Funktionalisierung von PG-Oberflächen mit EDTA 

 

EDTA sollte über eine der Carbonsäure-Gruppen an die PG-Oberfläche angebunden 

werden. Hierfür muss zunächst eine der Carbonsäure-Gruppen aktiviert werden. Zu 

diesem Zweck wurde EDTA-Monoanhydrid (EDTA-MA), ein aktiviertes EDTA-Derivat, 

nach Literatur167 hergestellt. EDTA-MA kann mit den Hydroxygruppen der PG-Schicht 

reagieren, wobei EDTA über eine der Säuregruppen an das Polymer angebunden wird. 

Nach der Anbindung stehen drei Säuregruppen und zwei Aminogruppen des EDTA-

Moleküls für eine Koordination des Nickelions zur Verfügung (siehe Abbildung 55). 

 

 

Abbildung 55: Reaktion von EDTA-MA mit PG: Eine Hydroxygruppe aus dem Polymer kann nukleophil das 
Anhydrid öffnen. Hierdurch wird EDTA über eine Säuregruppe an das Polymer gebunden. Die Atome, welche 
für eine Koordination des Nickelions zur Verfügung stehen, sind rot markiert. 

 

Die Untersuchungen zur Anbindung der EDTA erfolgte an PG-Schichten, welche in einer 

10%igen Lösung von Glycidol (nicht frisch destilliert) in absolutem NMP bei 140 °C an 

Aluminiumoberflächen abgeschieden wurden (10 ± 1 nm PG). Die Beschichtung der 

Aluminiumoberflächen erfolgte nach dem älteren Verfahren,66 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 verdünnten Lösung von NMP hergestellt wurden, 

vergleichbar mit denen sind, welche in reinem Glycidol polymerisiert wurden. 
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Für die Funktionalisierung der Oberfläche 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 Oberflächen für eine 

Stunde in der jeweiligen Lösung auf 90 °C erhitzt.  

 

 

Abbildung 56: IRRA-Spektren von PG-Oberflächen vor (rot) und nach (schwarz) der Funktionalisierung mit 
verschiedenen Konzentrationen von EDTA-MA (0.0005 bis 1 Gew.-%). Für eine 1%ige EDTA-MA 
Konzentration zeigen die Banden bei 1620 und 1735 cm-1 eine erfolgreiche Anbindung von EDTA an die 
Oberfläche. 

 

Die Oberflächen wurden vor und nach der Umsetzung mit EDTA-MA mittels IRRAS 

untersucht (siehe Abbildung 56). Neben den Banden des PG (siehe Kapitel 3.5.1.) sind 

nach der Umsetzung mit EDTA-MA zwei neue Signale bei 1735 und 1620 cm-1 in dem 

Spektrum der PG-Oberflächen, welche mit der 1%igen Lösung behandelt wurden, zu 

erkennen. Die Bande 1735 cm-1 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 

Carbonsäuregruppen 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 (siehe Abbildung 57). Bei der Verwendung einer 



 

91 
 

0.0005%igen Lösung von EDTA-MA kann mittels IRRAS keine Anbindung von EDTA 

detektiert werden. Für die höheren Konzentrationen sind die beiden Banden jedoch gut 

sichtbar. Verschiedene Konzentrationen an EDTA sind interessant, da sich hierdurch die 

Oberflächendichte an durch Nickelionen aktivierte Bindungsstellen einstellen lässt. Dies 

würde eine Kontrolle der Dichte an spezifisch gebundenen His-Tag-markierten Proteinen 

erlauben.  

 

 

Abbildung 57: IRRA-Differenzspektren von PG-Oberflächen, welche mit verschiedenen Konzentrationen von 
EDTA-MA funktionalisiert wurden (siehe Abbildung 56). Das Spektrum der PG-Oberfläche wurde von dem 
gemessenen Spektrum nach der Behandlung mit EDTA-MA abgezogen. Die Carbonyl-Streckschwingung bei 
1620 und 1735 cm-1 zeigt die erfolgreiche Anbindung von EDTA an die Oberflächen. 

 

Weiterhin wurde die Anbindung von Nickelionen über die auf der PG-Oberfläche 

immobilisierten EDTA-Einheiten mittels Totalreflexions-Röntgenfluoreszenzanalyse 

(TXRF) untersucht. Hierfür wurden mit Aluminium bedampfte Quarz-Träger mit PG-

beschichtet und mit verschiedenen EDTA-MA-Konzentrationen funktionalisiert. In 

Abbildung 58 ist der Verlauf des Nickel-Peaks des Kα-Übergangs bei 7.47 keV mit 

variierender EDTA-MA-Konzentration aufgetragen. Die Zunahme des Nickel Signals bei 

steigender EDTA-Konzentration auf der Oberfläche ist gut zu erkennen. Zusätzlich 

wurden die Oberflächen für 20 Minuten im Ultraschallbad mit Wasser behandelt. Die 
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anschließende Messung zeigt, dass das Signal nur geringfügig durch die Behandlung 

abnimmt. Die Nickelatome sind demnach fest an die Oberfläche 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-Oberfläche gebunden wird, 

kontrolliert werden kann. 

 

 

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

 

3.5.2.2. Proteinanbindung an die mit EDTA-funktionalisierten 

PG-Oberflächen 

 

Die verschiedenen mit EDTA-funktionalisierten Oberflächen sollten weiterhin 

hinsichtlich der unspezifischen und spezifischen Anbindung von Proteinen untersucht 

werden.  

Hierfür wurden die Oberflächen zunächst in Phosphat gepufferten Salzlösungen (engl. 

phosphate buffered saline, PBS) (1 mg/mL) von Bovinem Serumalbumin (BSA) und 

γ-Globulin inkubiert, um die unspezifische Adsorption dieser Proteine zu untersuchen. Es 

wurden sowohl Oberflächen mit und ohne Nickel-Aktivierung (Inkubation der Oberfläche 
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in einer 0.1%igen Nickelsulfat-Lösung für 30 min bei Raumtemperatur) betrachtet. Im 

Anschluss wurde die durch die unspezifische Adsorption der Proteine an der 

Beschichtung hervorgerufene Schichtdickenänderung ellipsometrisch bestimmt (siehe 

Abbildung 59). 

 

 

Abbildung 59: Biorepulsivitäts-Test von PG-EDTA Oberflächen, welche mit verschiedenen Konzentrationen an 
EDTA-MA funktionalisiert wurden. Es wurde zum Testen der Biorepulsivität BSA (A) und γ-Globulin (B) 
verwendet. Die Biorepulsivität der Oberfläche wurde mit und ohne Beladung mit Nickel getestet. Alle 
Oberflächen zeigen eine vollständige Biorepulsivität. 
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Als Resultat wurde für alle Konzentrationen eine leichte Abnahme (< 1 Å) der 

Schichtdicke gefunden, welche durch das Spülen der Oberflächen nach dem 

Herausnehmen aus den Proteinlösungen erklärt werden kann. Alle Oberflächen weisen 

gute biorepulsive Eigenschaften unabhängig von der Aktivierung mit Nickel oder der 

Menge an gebundenem EDTA auf.  

 

 

Abbildung 60: Anbindung von 8His-GFP an PG-EDTA Oberflächen, 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 Oberfläche gebunden.  

 

Zur Untersuchung der spezifischen Anbindung über den His-Tag wurde ein mit einem 

octa-His-Tag-markiertes, grün fluoreszierendes Protein (8His-GFP) (1mg/mL) verwendet. 

Die Oberflächen wurden analog in PBS-gepufferte Lösungen des Proteins gelegt und die 

Schichtdickenzunahme anschließend ellipsometrisch bestimmt. Das Ergebnis ist in 

Abbildung 60 dargestellt. Für alle Oberflächen, welche mit EDTA funktionalisiert 

wurden, war eine leichte Zunahme zu erkennen. Die nicht funktionalisierte PG-

Oberfläche hingegen wies eine leichte Abnahme auf. Zwischen den Oberflächen, welche 

mit verschiedenen Konzentrationen an EDTA-MA funktionalisiert wurden, konnte kein 

signifikanter Unterschied festgestellt werden. Der Unterschied zwischen der nicht-

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

hohen Konzentration funktionalisiert wurde, nur wenige Proteine angebunden sind. 

 

 

Abbildung 61: SPR-Messung einer mit 0.1%igen EDTA-MA funktionalisierten PG-Oberfläche: Zunächst 
erfolgte die Beladung der EDTA Gruppen mit Nickelionen durch Exposition zu 0.1%iger NiSO4 Lösung in 
Wasser. Nach dem Wechsel auf PBS-Puffer wurde zunächst GFP ohne His-Tag (1 mg/mL) über die Oberfläche 
gespült, wobei nahezu keine Anbindung erfolgte (a). Anschließend wurde 8His-GFP (1 mg/mL) injiziert, was zu 
einer geringen Anbindung des Proteins führte (b). 

 

Eine Methode, welche sich sehr gut eignet, um Adsorptionsprozesse an Oberflächen zu 

untersuchen, ist die Oberflächenplasmonresonanzspektroskopie (SPR) (siehe Kapitel 

1.8.4.). Hierbei wurde eine mit einer 0.1%igen Lösung von EDTA-MA funktionalisierte 

PG-Oberfläche zunächst nur mit GFP ohne His-Tag und anschließend mit 8His-GFP 

behandelt (siehe Abbildung 61). Somit wurde ausschließlich der Einfluss des His-Tags 

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

Nach der Aktivierung der Oberfläche mit einer wässrigen Nickelsulfat-Lösung wurde die 

Oberfläche mit PBS-Puffer gespült und GFP ohne His-Tag (1 mg/mL) injiziert. Nach 

dem Spülen mit PBS-Puffer fiel das Signal wieder auf die Basislinie ab. Es wurde keine 

signifikante Anlagerung des Proteins an die Oberfläche beobachtet, was die 
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Biorepulsivität der Beschichtung nachweist. Anschließend wurde 8His-GFP (1 mg/mL) 

über die Oberfläche geleitet. Es wurde ein leichter Anstieg des Signals nach dem Spülen 

mit PBS beobachtet, weswegen hier auch nur von einer geringfügigen Anbindung des 

Proteins ausgegangen werden muss. Die Ergebnisse der ellipsometrisch und mittels SPR 

ermittelten Anbindung von His-Tag-markierten Proteinen an eine Oberfläche, 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 Affinität des His-Tags zu Nickelionen, welche über EDTA an die Oberfläche 

gebunden sind, hin. Möglicherweise führt die Koordination des Histidins an ein 

Nickelion, welches von EDTA koordiniert ist, zu keinem großen Energiegewinn, 

weswegen hier nur eine schwache Bindung auftritt. Häufig verwendete Chelatoren wie 

die Nitrilotriessigsäure (NTA) oder Iminodiessigsäure (IDA) weisen weniger 

Bindungsstellen zum Nickel auf,92 wodurch dort mehrere Koordinationsstellen des 

Nickelions für die Koordination mit Histidinen des His-Tags zur Verfügung stehen und 

der Komplex stabilisiert wird (Chelat-Effekt). Ein His-Tag markiertes Protein wird 

aufgrund der Stabilisierung stärker an die Oberfläche gebunden. 

 

3.5.3. Untersuchungen zur spezifischen Anbindung von Proteinen 

über ein Nitrilotriessigsäure-Derivat 

 

Die Untersuchungen zur Anbindung von His-Tag-markierten Proteinen an eine PG-

Oberfläche, 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 Nitrilotriessigsäure (NTA) vielfach für die Anbindung von His-Tag 

markierten Proteinen verwendet.87,90–93 Außerdem können multivalente Verbindungen 

eingesetzt werden, um His-Tag Proteine mit höherer Affinität zu binden. Für diese 

Verbindungen, in denen  mehrere NTA-Gruppen miteinander verknüpft sind, steigt die 

Stabilität des Komplexes mit dem His-Tag mit zunehmender Anzahl an NTA-Gruppen 

an.93 

Häufig werden unsymmetrisch funktionalisierte Verbindungen, welche mehrere NTA-

Gruppen und einen Linker zur Anbindung des Moleküls aufweisen, verwendet.169–171 
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Diese NTA-Derivate erfordern jedoch zur Herstellung einen erhöhten synthetischen 

Aufwand. Da ein Vorgehensziel dieses Projektes die Entwicklung eines möglichst 

einfachen und kostengünstigen Systems war, sollte das symmetrische, multivalente NTA-

Derivat 9 hergestellt werden, welches analog zu der Funktionalisierung von PG mit 

EDTA leicht über die Aktivierung einer Säuregruppe an die PG-Oberfläche angebunden 

werden soll. Aufgrund des symmetrischen Aufbaus des Moleküls lässt sich dieses unter 

geringerem synthetischen Aufwand herstellen. 

Durch Zugabe eines Äquivalentes eines Aktivierungsreagenzes soll eine Säuregruppe von 

Verbindung 9 aktiviert und das Molekül hierdurch an die PG-Oberfläche gebunden 

werden. Somit würden drei weitere NTA-Gruppen für eine Anbindung des Proteins zur 

Verfügung stehen, wodurch eine erhöhte Affinität zu His-Tag markierten Proteinen 

erreicht werden sollte. 

 

 

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

 

Zur Synthese des NTA-Derivats 9 soll zunächst Verbindung 10 nach Literatur169 

hergestellt werden. Anschließend soll das Molekül 10 mit Cyclen (11) zu dem tert-Butyl-

geschützen Derivat 12 umgesetzt werden (siehe Abbildung 63). Nach einer 

säurekatalytischen Abspaltung der tert-Butyl-Gruppen von Verbindung 12 soll das 

Zielmolekül 9 erhalten werden. 

 

 

Abbildung 63: Synthese der tert-Butyl-geschützten Verbindung 12: Die Verbindung kann ausgehend von 
Verbindung 10 und 11 in einer TBTU-vermittelten Reaktion gewonnen werden.  

 

Die Synthese der Verbindung 10 gelang gemäß Literatur.169 Anschließend konnte 

Verbindung 12 erfolgreich durch die Umsetzung des NTA-Derivates 10 und Cyclen (11) 

gewonnen werden. Die Umsetzung erfolgte über eine 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-

tetramethylammoniumtetrafluoridoborat (TBTU)-vermittelte Kupplung in Anlehnung an 

Lata et al..93 Nach säulenchromatographischer Aufreinigung erfolgte die Abspaltung der 

tert-Butylgruppen mit TFA93 und das Zielmolekül 9 wurde erhalten. Die vollständige 

säulenchromatographische Auftrennung des Gemisches nach der Abspaltung der  tert-
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Butylgruppen war nicht möglich. Die Analyse des Rohproduktes mittels HPLC zeigte 

mehrere Verbindungen, welche eine ähnliche 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 möglich. Die Isolation der 

Verbindung 9 gelang schließlich 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-Oberflächen mit NTA4Cyclen 

 

Für die Funktionalisierung der PG-Oberfläche wurden Säuregruppen des NTA4Cyclens 

mit 1.5 Äquivalenten Oxalylchlorid in absolutem DMF aktiviert. Die 0.17%ige Lösung an 

NTA4Cyclen wurde mit N,N-Diisopropylethylamin versetzt, auf die mit PG-beschichtete 

CNM gegeben und über Nacht auf 70 °C geheizt.  

 

 

Abbildung 64: IRRA-Spektrum vor und nach der Funktionalisierung der mit PG-beschichteten CNMs mit 
NTA4Cyclen: Die Banden bei 1650 und 1740 cm-1 zeigen die erfolgreiche Anbindung des NTA-Derivates an die 
Oberfläche. 

 

Die Charakterisierung der Oberflächen erfolgte mittels IRRAS und Röntgen-

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-1 und die Carbonyl-Streckschwingung der Säuregruppen bei 1740 cm-1. 

 

 

Abbildung 65: XP-Spektrum des C 1s und N 1s-Signals der verschiedenen Funktionalisierungen: Dargestellt 
sind die NBPT-CNM(a), anschließend mit Polyglycerol-funktionalisierte CNM (b), die mit NTA4Cyclen-
funktionalisierte PG-CNM (c) und die mit NTA4Cyclen-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 

für die C-C Einfachbindungen innerhalb der Nanomembran ist. Im N 1s Spektrum ist der 

Peak für die Aminogruppe, welche sich während des Elektronenbeschusses bei der 

Quervernetzung aus der Nitrogruppe bildet, zu erkennen (siehe Kapitel 1.2.2.2.). Ein 
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Signal der Nitrogruppe ist nicht vorhanden, sodass eine vollständige 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 können, erscheinen. Schwache Signale bei 287.7 und 289.3 eV 

können überoxidierten Kohlenstoffspezies (Carbonyl-Gruppen) zugeordnet werden. 

 

 

Abbildung 66: Ni 2p-Signal eines Beladungstests einer PG-CNM mit Nickel (a) und einer mit NTA4cyclen 
funktionalisierten PG-CNM (b): Im Gegensatz zu der nicht funktionalisierten Membran kann die mit 
NTA4Cyclen funktionalisierte Oberfläche reversibel Nickel koordinieren. 

 

Nach der Funktionalisierung der PG-Oberfläche mit NTA4Cyclen ist ein neues 

Kohlenstoffsignal bei 288.7 eV zu erkennen, welches aus den vier Amid-Gruppen 

resultiert. Außerdem ist eine Zunahme des Carbonylkohlenstoffsignals bei 289.6 eV 
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ersichtlich. Ausschlaggebend für eine erfolgreiche Funktionalisierung ist das starke 

Stickstoffsignal bei 401.0 eV, welches dem Amid-Stickstoff und dem tertiären 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 

Oberfläche mit Nickelionen möglich sein. Hierzu wurde die Oberfläche in einer 

Nickelsulfatlösung inkubiert. Die Koordination des Nickelions führt zu einer leichten 

Verschiebung des Stickstoffsignals zu höheren Energien (siehe Abbildung 65, c/d) und es 

tritt ein Ni 2p-Signal im Spektrum auf. Durch Waschen der Oberfläche mit einer 

wässrigen EDTA-Lösung kann das Nickelion wieder aus dem Komplex entfernt werden. 

Anschließend ist ein erneutes Beladen der Oberfläche möglich (siehe Abbildung 66, b). 

Eine nur mit PG-beschichtete CNM bindet in keinem Fall Nickel (siehe Abbildung 66, a). 

Mittels XPS konnte somit gezeigt werden, dass die mit den NTA4Cyclen 

funktionalisierten Oberflächen reversibel Nickel koordinieren. 

 

3.5.3.3. Proteinanbindung an die mit NTA4Cyclen-

funktionalisierten PG-Oberflächen 

 

Die mit Nickel beladenen NTA-Einheiten auf der Oberfläche sollten His-Tag markierte 

Proteine selektiv binden, weswegen deren Anbindung mittels SPR-Spektroskopie 

untersucht wurde. 

Das Experiment wurde in HEPES-Puffer durchgeführt. Zunächst wurden die NTA-

Gruppen an der Oberfläche mit Nickelionen beladen. Anschließend wurde BSA 

(1 mg/mL) über die Oberfläche geleitet, um die unspezifische Bindung von Proteinen zu 

untersuchen. Der dauerhafte Anstieg nach der Injektion zeigt, dass BSA an der 

Oberfläche gebunden hat. Dies ist nicht verwunderlich, da viele Aminosäuren eine 

gewisse Affinität zu Nickelionen aufweisen. In der Affinitätschromatographie wird aus 

diesem Grund häufig eine geringe Menge an Imidazol hinzugesetzt oder bei hohen 

Salzkonzentrationen gearbeitet.92 Bei der anschließenden Exposition zu 8His-GFP 

(1 mg/mL) bindet jedoch deutlich mehr Protein an der Oberfläche, was durch die größere 
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Affinität des 8His-GFP zu dem Ni-NTA-Komplex erklärt werden kann. Außerdem sollte 

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

 

 

Abbildung 67: SPR-Messung einer mit NTA4Cyclen funktionalisierten PG-CNM-Oberfläche: Zunächst erfolgte 
die Beladung der Oberfläche mit Nickelionen durch Injektion einer 0.1%igen NiSO4 Lösung in HEPES-Puffer. 
Anschließend wurde BSA (1 mg/mL) über die Oberfläche gespült, wobei etwas Protein unspezifisch gebunden 
wird (a). Die anschließende Injektion von 8His-GFP (1 mg/mL) führt jedoch zu einer deutlich stärkeren Bindung 
des Proteins an die Oberfläche (b). Mit Imidazol (100 mM) kann ein Teil des 8His-GFP von der Oberfläche gelöst 
werden. Es verbleiben etwa 40 % der Proteine BSA oder 8His-GFP auf der Oberfläche (c). 

 

Vergleicht man die Größe der beiden Proteine, stellt man zudem fest, dass die 

Anlagerung eines BSA-Moleküls zu einer deutlich größeren Signaländerung, verglichen 

mit einem GFP-Molekül führen sollte. BSA kann als Rotationsellipsoid mit einer Größe 

von 4 nm x 4 nm x 14 nm betrachtet werden,172 wohingegen GFP nur etwa 3 nm x 3 nm x 

4 nm,168 also nur etwa ein Viertel so groß ist. Anschließend erfolgte die Injektion von 

Imidazol (100 mM). Dies führte zu einem direkten Abfall des Signals. Imidazol löst 

spezifisch Proteine aus dem His-Tag-Ni-NTA-Komplex, weswegen davon auszugehen 

ist, dass vornehmlich 8His-GFP von der Oberfläche entfernt wurde. Außerdem sollte 
8His-GFP, das BSA, welches möglicherweise zuvor an den Ni-NTA-Komplex gebunden 

hat, aus dem Komplex verdrängt haben. So wurden mindestens 60 % des angebundenen 
8His-GFP aus dem Komplex gelöst. Dies zeigt, dass die Anbindung zumindest eines Teils 

des 8His-GFP spezifisch über den His-Tag erfolgte. Unter Umständen kam es jedoch zur 
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unspezifischen Adsorption an defekten Stellen in der PG-Schicht durch BSA oder 8His-

GFP, weswegen das Signal nicht wieder auf dieselbe Höhe wie vor der Injektion der 

beiden Proteine abfällt. 

 

3.5.3.4. TEM-Untersuchungen der mit NTA4Cyclen 

funktionalisierten PG-CNM 

 

Die zuvor mittels SPR-Spektroskopie gezeigte Eigenschaft der präferierten 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 über die 

Funktionalität der Membran im TEM-Experiment geben.  

 

 

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

 

Zunächst wurde eine Probe mit Negativkontrastierung bei Raumtemperatur als Kontrolle 

auf einen kontinuierlichen Kohlenstofffilm präpariert. In den TEM-Aufnahmen sind beide 

Proteine gut erkennbar (siehe Abbildung 68). Anschließend wurden analog mit NTA4-
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Cyclen funktionalisierte und mit Nickelionen aktivierte PG-CNMs zur Probenpräparation 

verwendet (siehe Abbildung 69). Neben den Proteinen ist hier eine Vielzahl an 

verschieden großen, runden, hellen Bereichen zu erkennen, die nicht den Proteinen 

zugeordnet werden können. Da diese auf dem kontinuierlichen Kohlenstofffilm nicht zu 

erkennen waren, müssen diese von der Membran oder der Membran in Verbindung mit 

der Negativkontrastierung mit Uranylacetat herrühren. Ein Grund für das Auftreten der 

Bereiche wurde nicht gefunden, in jedem Fall führen sie jedoch dazu, dass eine 

quantitative Auswertung der Proteinverteilung aus den erhaltenen TEM-Aufnahmen auf 

diesem Weg nicht möglich ist. 

 

 

Abbildung 69: Eins-zu-eins-Mischung von Komplex I und GroEL in Negativkontrastierung (mit Uranylacetat) 
auf einer mit NTA4Cyclen 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 möglich. 

 

Da in dem vorherigen Experiment vermutet wurde, dass die Negativkontrastierung in 

Kombination mit der Membran problematisch ist, wurden Kryo-Proben präpariert, 

wodurch auf eine Negativkontrastierung verzichtet werden kann. Auch hier war ein 

erhöhter Hintergrund festzustellen, wodurch die Proteine nur schwer zu erkennen sind 

(siehe Abbildung 70). Allerdings ist in diesem Fall eine Auswertung der Proteinverteilung 

durch ein computerunterstütztes Verfahren möglich. 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 über 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 gegenüber GroEL. Die dreidimensionale Struktur des Proteins konnte aus 1786 

Partikeln mit einer Auflösung von 17.8 Å berechnen werden (Abbildung 70, D). Anhand 

der Daten gibt es keinen Hinweis für eine Vorzugsorientierung der Proteine auf der 

funktionalisierten Nanomembran. 

 

 

Abbildung 70: A) Kryo-TEM Aufnahme einer NTA4Cyclen-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 
computerunterstützte Analyse ermöglicht 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) Repräsentative 2D-Klassen des Komplex I aus der computerunterstützten Auswertung. C)  
Repräsentative 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 ermöglichen 

eine deutliche bevorzugte Anlagerung His-Tag markierter Proteine an die Membranen, 

auch wenn das Auftreten anderer Biomoleküle nicht vollständig unterdrückt werden kann. 

In jedem Fall können die Membranen Anwendung in der Probenpräparation von 

Proteinen finden, welche nicht oder nur unter sehr großem Aufwand in der notwendigen 

hohen Reinheit erhalten werden können. Außerdem führt die gleichmäßige 

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 können. Ein in Anlehnung an die Beschichtung 

oxidischer Oberflächen untersuchtes Beschichtungverfahren,66 welches eine 10%ige 

Lösung von Glycidol in absolutem NMP vorsieht, hat sich für die Funktionalisierung von 

CNMs aufgrund langer Reaktionszeiten und damit einhergehend einer starken Oxidation 

des Polymers nicht bewährt. Die Verwendung reinen, frisch destillierten Glycidols  zur 

Beschichtung ermöglicht die Herstellung von PG-Schichten auf Amino-terminierten 

CNMs mit einer Dicke > 6 nm in zwei bis drei Stunden Reaktionszeit bei 140 °C, welche 

eine ausreichende Biorepulsivität aufweisen.  

Die Untersuchung der spezifischen Anbindung von His-Tag markierten Proteinen an eine 

biorepulsive PG-Schicht über 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 über eine ihrer Säuregruppen an die 

PG-Oberfläche angebunden werden. Zwar konnte gezeigt werden, dass sich sowohl die 

mit EDTA als auch NTA4-Cyclen-funktionalisierten Oberflächen zur Immobilisierung 

von Nickelionen eignen, jedoch zeigten SPR-spektroskopische Untersuchungen, dass der 

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

Hieraus entstand die Hypothese, dass lokal mehrere Nickel-Ionen mit freien 

Koordinationsstellen für die ausreichend starke Bindung His-Tag markierter Proteine 

benötigt 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-Träger aus poliertem Quarzglas 

(Bruker Corporation) wurden mit Aluminium bedampft (Aufdampfrate 1.5 – 2.5 Å/s; 

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

Kommerziell erworbene Lösungsmittel wurden destillativ aufgereinigt. 

N-Methylpyrrolidon (NMP) und N,N-Dimethylformamid (DMF) wurden über 

Calciumhydrid getrocknet, dekantiert und anschließend destilliert. Glycidol wurde durch 

fraktionierte Destillation (12 - 13 mbar; 50 - 55 °C) von Wasser und Verunreinigungen 

befreit. 

Die für die Proteintests verwendeten Proteine wurden bei Sigma-Aldrich erworben. Die 

Proteine wurden in PBS (pH = 7.4) gelöst (1 mg/mL). Die zehnfach konzentrierte PBS-

Lösung wurde aus 80.0 g NaCl, 2.0 g KCl, 14.4 g Na2HPO4 · H2O und 2.4 g KH2PO4 in 

1 L Millipore-Wasser angesetzt und für die Anwendung jeweils mit der neunfachen 

Menge Millipore-Wasser verdünnt. 

Die Nickelsulfat-Lösung wurde mit Ni(II)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) durchgeführt. Der 

Laserstrahl mit der Wellenlänge 632.8 nm fiel unter einem Winkel von 70° auf die Probe. 

Folgende Parameter wurden für 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 CO2-freier Luft gespült. Für jedes abgebildete Spektrum wurden zwei 
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Spektren mit jeweils 256 Scans aufgenommen und die beiden so gewonnenen Spektren 

anschließend gemittelt. 

SPR 

Es wurde ein Multiskop der Firma Optrel verwendet. Als Lichtquelle diente ein Dioden-

Laser mit einer Wellenlänge von 785 nm (Thorlabs, S1FC785). Es wurde ein 60°-Prisma 

(Edmund Optics) aus Flint-Glas (n = 1.785) verwendet. Als Immersionsflüssigkeit diente 

1,2-Diiodbenzol (n = 1.718). 

Die verwendete Flusszelle wurde aus PDMS gefertigt. Ihre Herstellung erfolgt über 

Polymerisation von Dimethylsiloxan in einer Petrischale mit Hilfe einer 

Edelstahlgussform. Das Gemisch aus 10 Teilen PDMS-Präpolymer (SYLGARD® 184 

Silicone Elastomer, Dow Corning Corp.) und 1 Teil Vernetzer (SYLGARD® 184 curing 

agent, Dow Corning Corp.) wurde bei 65 °C über mehrere Stunden ausgehärtet. Die Zelle 

wurde zugeschnitten und anschließend über Nacht in Ethanol gereinigt.  

Die Messungen wurden bei einer Flussgeschwindigkeit von 6 mL/h durchgeführt. Zu 

Beginn jedes Anbindungstests wurde mit dem jeweiligen Lösemittel äquilibriert. Die 

Inkubation mit der Proteinlösung (1 mg/mL) erfolgte durch Injektion der Proteinlösung 

(1 mL) mittels einer Injektionsschleife (Rheodyne Valve 7125 Injector). Anschließend 

wurde die Oberfläche mit Phosphatpuffer gespült, bis keine Änderung in der Intensität 

des aufgenommenen Signals mehr zu erkennen war. 

Beschichtung von Aluminium mit PG 

Mit Aluminium bedampfte Silicium-Wafer, in 1 x 2 cm große Stücke gebrochen, oder 

TXRF-Träger 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. Anschließend wurden die Substrate unter Argon in PTFE-

Schraubgefäßen mit einer Lösung von absolutem Glycidol in absolutem NMP 

(10 Gew.-%) bedeckt und auf 140 °C für 6 Stunden geheizt. Nach beendeter Reaktion 

wurden die Substrate im geschlossenen PTFE-Gefäß auf Raumtemperatur abgekühlt, mit 

Millipore-Wasser gespült, für 10 min im Ultraschallbad behandelt und im Stickstoff-

strom getrocknet.  
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EDTA-Funktionalisierung 

Mit Polyglycerol beschichtete Substrate wurden in Lösungen von EDTA-Monoanhydrid 

in absolutem DMF mit den Konzentrationen 0.01 %; 0.005 %; 0.0025 %, 0.001 %, 

0.0005 % und 1 % unter Argon für eine Stunde bei 90 °C erhitzt. Anschließend wurden 

die Substrate mit Ethanol gespült, in Millipore-Wasser im Ultraschallbad für 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 durchgeführt. Zum Beladen der entsprechenden Substrate mit Nickel wurden 

diese in einer 0.1%igen Nickelsulfat-Lösung für 30 min bei Raumtemperatur eingelegt, 

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

Zur Untersuchung der Proteinadsorption wurden die Substrate in 30 mL PBS für zwei 

Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Spülen 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 

Proteinlösungen in PBS (1 mg/mL) für 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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Veröffentlichung 

Die Ergebnisse des Kapitels 3.5 werden kurzfristig veröffentlicht. Weitere Informationen 

und experimentelle Details können der Veröffentlichung bzw. der zugehörigen supporting 

information entnommen werden.  
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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 

von Biomolekülen auf dem Trägerfilm ermöglichen.173–175 Die Gesamtheit der 

Biomoleküle kann beispielsweise als Modell für eine Zellmembran oder Zelloberfläche 

dienen.  

Kohlenstoffnanomembranen, welche durch die Quervernetzung von SAMs erhalten 

werden, eignen sich als Trägerfilm für derartige Anordnungen von Biomolekülen.175 Für 

die Strukturierung von SAMs ist eine Vielzahl an Methoden beschrieben.176–181 Die 

direkte Laserstrukturierung (engl. direct laser pattering, DLP) ermöglicht die effiziente 

Herstellung Zentimeter großer Flächen mit Strukturen im Mikrometerbereich.178,179,181  

Im Rahmen dieses Projekts wurden SAMs mittels DLP strukturiert und anschließend 

durch Bestrahlung mit Elektronen quervernetzt. Hierdurch werden Membranen erhalten, 

die Muster aufweisen, in denen die chemischen und physikalischen Eigenschaften 

variieren. Die strukturierten Membranen konnten anschließend auf verschiedene 

Substrate transferiert werden. 

 

4.1. Herstellung strukturierter CNMs mittels DLP 

 

Die Herstellung der strukturierten CNMs ist schematisch in Abbildung 71 dargestellt. Für 

die Herstellung der Oberflächen wird zunächst ein SAM auf einer Goldoberfläche 

abgeschieden. Anschließend wird mithilfe eines hochenergetischen, gepulsten 

Laserstrahls (6 ns Puls, 50 kHz Pulsrate) die Oberfläche entlang eines Musters 

abgefahren. Der Laser besitzt eine Wellenlänge von 532 nm, welche primär nicht von den 

Molekülen der SAM absorbiert wird. Stattdessen wird die Energie des Lasers von der 

Goldoberfläche absorbiert, wodurch sich diese aufheizt. Dies führt zur lokalen Desorption 

der SAM-bildenden Moleküle von der Goldoberfläche, wodurch ein Freiraummuster, 

eingegrenzt von den Molekülen der SAM, entsteht.  
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Abbildung 71: Herstellung einer strukturierten CNM mittels DLP: Mithilfe eines gepulsten Laserstrahls werden 
Moleküle entlang eines Muster thermisch von der Oberfläche desorbiert (A). Daraus resultieren Lücken im 
SAM, welche anschließend mit einem anderen SAM-bildenden Molekül aufgefüllt werden können (B). Die 
strukturierte SAM wird abschließend mit Elektronen bestrahlt (C). Hierdurch quervernetzen die einzelnen 
aromatischen Moleküle und es entsteht eine strukturierte Nanomembran (D).28 

 

Das Freiraummuster kann anschließend mit einem weiteren SAM-bildenden Molekül 

aufgefüllt werden. Abschließend 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 Moleküle verwendet werden können.27 Durch die 

Quervernetzung können auch weitere Veränderungen der Moleküle induziert werden. Die 

Bestrahlung einer NBPT-SAM führt beispielsweise zu einer Reduktion von Nitrogruppen 

zu Aminogruppen (siehe Abbildung 5).182 

Für 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 (siehe Abbildung 72). 
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Abbildung 72: Zum Aufbau der strukturierten CNMs verwendete Moleküle: 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).28 

 

Mehrmaliges Laserstrukturieren gefolgt von Einlegen in Lösungen verschiedener SAM-

bildender Moleküle, ermöglicht den Einbau mehrerer Funktionalitäten in die Membran. 

Abschließend erfolgt die Bestrahlung der Oberfläche mit Elektronen, wodurch die 

einzelnen Moleküle vernetzt und eine CNM gebildet wird. Diese kann von dem Gold 

abgelöst und auf ein beliebiges Substrat übertragen werden. 

 

 

Abbildung 73: Austausch einer BPT-SAM durch NBPT-Moleküle: Wird eine unbehandelte BPT-SAM in eine 
Lösung 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.28 

 

Um zu zeigen, dass ein Austausch ausschließlich nach einer Behandlung der SAM mittels 

DLS abläuft, wurden eine zuvor strukturierte und eine unbehandelte BPT-SAM in eine 

NBPT Lösung eingelegt und anschließend mit XPS charakterisiert (siehe Abbildung 73). 
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Im XPS-Spektrum der unbehandelten BPT-SAM ist nach dem Einlegen in eine NBPT-

Lösung 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 dafür spricht, dass NBPT-Moleküle die Freiräume in der Monolage 

gefüllt haben. Demnach findet ein Austausch von Molekülen an der Oberfläche mit denen 

in Lösung unter den Bedingungen, welche zum Befüllen des Freiraumusters mit einem 

SAM-bildenden Molekül 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).28 

 

Helium-Ionen-Mikroskopie (HIM) und Rasterelektronenmikroskopie (REM) eignen sich 

zur Untersuchung von strukturierten SAMs.184–188 Die hergestellten SAMs und CNMs 

wurden mittels REM und HIM untersucht (siehe Abbildung 74). In der HIM Aufnahme 

der strukturierten SAM sind die hellen und dunklen Bereiche, welche den verschiedenen 

Molekülen (BPT, TPT) zugeordnet werden können, gut zu erkennen. Die Aufnahme der 

daraus hergestellten CNM zeigt, dass auch hier die Struktur erhalten geblieben ist. Auch 

in der REM Aufnahme führen die unterschiedlichen Kettenlängen der Moleküle zu einem 

Kontrast und sind gut zu erkennen. Um zu zeigen, dass der Kontrast nicht auf einer 

Veränderung der Goldoberfläche durch das DLP beruht, wurden die Membranen auf 

andere Substrate transferiert und erneut mikroskopiert (siehe Abbildung 75). Bei dem 

Transfer auf eine Goldoberfläche 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 
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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 Oberfläche 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 Molekülen 
strukturiert wurde.28  

 

Eine mehrfach strukturierte CNM ist in Abbildung 75, d) gezeigt. Hier wurden eine BPT, 

NPT, TPT strukturierte SAM durch mehrfache DLS und anschließendem Austausch mit 

dem SAM-Bildner hergestellt. Die abschließende Quervernetzung führt zu einer mehrfach 
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strukturierten Membran. Dies zeigt die vielfachen Variationsmöglichkeiten, welche durch 

die Strukturierung von Nanomembranen mittels DLS möglich sind. 

 

4.2. Schlussfolgerungen 

 

Im Rahmen dieses Projektes konnte gezeigt werden, dass mit DLP strukturierte SAMs zur 

Herstellung strukturierter CNMs verwendet werden können. Die nach der 

Laserstrukturierung und dem anschließenden Auffüllen der bestrahlten Bereiche mit 

geeigneten SAM-bildenden Molekülen erhaltene SAM kann durch Bestrahlung mit 

Elektronen quervernetzt werden. Die nach der Elektronenbestrahlung erhaltenen 

strukturierten Nanomembranen können auf verschiedene Substrate transferiert werden. 

Die hergestellten Strukturen können mittels Lichtmikroskopie, SEM und HIM 

charakterisiert werden. Die Methode ermöglicht die Herstellung von beliebig 

strukturierten CNMs mit biologisch relevanten zentimetergroßen Bereichen mit 

Mikrometerstrukturen. Das entwickelte Verfahren soll als Grundlage für die zukünftige 

Entwicklung einfacher Modellmembranen zur Nachahmung biologischer Systeme dienen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

119 
 

Veröffentlichung 

Die Ergebnisse dieses Projektes wurden veröffentlicht. Weitere Informationen und 

experimentelle Details können der Veröffentlichung entnommen werden:  

 

Multicomponent patterned ultrathin carbon nanomembranes by laser 

ablation 

Natalie Frese, Julian Scherr, André Beyer, Andreas Terfort, Armin Gölzhäuser, 

Norbert Hampp, Daniel Rhinow  

Applied Surface Science 2018, 427, 126-130  

DOI: 10.1016/j.apsusc.2017.07.303 

 

 

 

 

 

 

 

Reprinted/adapted with permission from 

Multicomponent patterned ultrathin carbon nanomembranes  
by laser ablation 
 
Natalie Frese, Julian Scherr, André Beyer, Andreas Terfort, Armin Gölzhäuser,  

Norbert Hampp, Daniel Rhinow 

Applied Surface Science 2018, 427, 126-130 

DOI: 10.1016/j.apsusc.2017.07.303 

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved. 
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5. Bearbeitete Projekte: DMAP-vermittelte Ligationsstrategie zur 

Modifizierung des bakteriellen Lektins FimH 

 

Zum Verständnis biologischer Prozesse sind Substrat-Protein-Interaktionen wichtig, 

wofür die Kenntnis der Struktur von Proteinen, insbesondere deren Bindungstaschen, von 

Bedeutung ist. Die Oberfläche eukaryotischer Zellen exponiert in das umgebende 

Medium Kohlenhydrate, deren Gesamtheit als Glykokalyx bezeichnet wird. Primäre 

Interaktionen von Bakterien mit eukaryontischen Zellen verlaufen meist über die 

Adhäsion von Kohlenhydrat-bindenden Proteinen, sogenannten Lektinen,  an die 

Kohlenhydrat-oberfläche. Außerdem werden diverse Interaktionen von Bakterien 

untereinander durch Wechselwirkungen der Glykokalyx mit Lektinen reguliert.189,190 

Die Oberfläche eines Bakteriums ist dicht besetzt mit länglichen Organellen, sogenannten 

Fimbrien. Typ-1-Fimbrien sind Organelle, welche von E.coli und anderen 

Enterobakterien gebildet werden. Typ-1-Fimbrien sind aus einer Vielzahl verschiedener 

Proteine, den Fim-Proteinen, aufgebaut. Hauptsächlich bestehen die länglichen Fimbrien, 

an deren Spitze das Lektin FimH sitzt, aus FimA-Untereinheiten. FimH besteht aus 279 

Aminosäuren und ist für die Erkennung von Kohlenhydraten von Bedeutung, da es 

spezifisch α-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.191,192  

Ein Verständnis der Faktoren für die spezifische bakterielle Adhäsion ist gerade in Zeiten 

von multiresistenten Keimen wichtig, um neue Strategien für die Bekämpfung 

bakterieller Infektionen zu entwickeln. 

 

5.1. Untersuchung der DMAP-vermittelten Ligation anhand einer 

FimH Modelloberfläche  

 

Die Arbeitsgruppe Lindhorst (Universität Kiel) verwendet das Lektin FimH als 

Modellsystem zur Untersuchung bakterieller Adhäsion. Ein Aspekt, der untersucht wird, 

ist die selektive Markierung einer α-D-Mannosid-Bindungstasche mit einem 
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Photoschalter. Hierdurch soll es möglich sein, die Bindung von Mannosiden an FimH 

photochemisch zu kontrollieren. Für die Untersuchung der N,N-Dimethyl-

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

ein Modellsystem für die Proteinoberfläche gesucht.  

 

 

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 Nähe 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 (hellgrün) 
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 (siehe 

Abbildung 76).  
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Abbildung 77: Anbindung einer Azobenzol-Einheit an eine Tyrosin-Modelloberfläche: Die katalytische Aktivität 
des DMAP-Derivates 14 auf die Reaktion des Thioesters 13 mit einer oberflächengebundenen Tyrosin-Einheit ist 
dargestellt. Das Modellsystem ermöglicht die Untersuchung der Reaktion zur Anbindung der Azobenzol-Einheit 
an eine Tyrosin-haltige Proteinoberfläche. 

 

Die Aktivität eines DMAP-Derivates 14 auf die Katalyse eines oberflächengebundenen 

Tyrosins in der Reaktion mit einem Thioester 13 soll hierzu geprüft werden. Im Rahmen 

dieses Projektes wurde eine Modelloberfläche für das Protein FimH entwickelt. Da die 

katalytische Modifizierung der Aminosäure Tyrosin an einer Oberfläche untersucht 

werden sollte, wurde das phenolische Strukturmerkmal des Tyrosins in eine Matrix auf 

einer Oberfläche eingebaut. Die Detektion einer erfolgreichen Anbindung des Mannose-
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haltigen Azobenzol-Thioesters 13 an der Oberfläche (siehe Abbildung 77) wurde durch 

einen Bakterienadhäsionstest mit einem GFP-exprimierenden Escherichia coli (E.coli) 

Stamm realisiert.  

  

5.1.1. Untersuchungen von mixed-SAMs als Modelloberfläche für 

FimH 

 

Die Anbindung des Mannose-haltigen Azobenzolderivates 13 an eine Tyrosin-haltige 

Modelloberfläche soll in Anwesenheit und Abwesenheit des katalytisch aktiven DMAP-

Derivates 14 untersucht werden. Die im Falle einer erfolgreichen Ligation an die 

Oberfläche gebundene Mannose soll über die Adhäsion von Bakterien detektiert werden 

und hierdurch eine Anbindung der Azobenzol-Einheit nachgewiesen werden. In dem 

Bakterienadhäsionstest wird die spezifische Interaktion des bakteriellen Lektins FimH 

von E.coli (pPKL1162) genutzt.  

Für den Bakterienadhäsionstest soll die Oberfläche biorepulsiv sein, um unspezifische 

Adhäsion von Bakterien zu unterdrücken. Nur die spezifische Interaktion der nach 

erfolgreicher Ligation oberflächengebundenen Mannose mit FimH soll zur Adhäsion der 

Bakterien führen. Das Modellsystem soll somit aus einer biorepulsiven Matrix bestehen, 

welche das phenolische Strukturmerkmal des Tyrosins exponiert. 

Die Oberflächenbeschichtung soll aus zwei mit Thioacetat-terminierten Molekülen, 

welche auf einer Goldoberfläche abgeschieden werden können, aufgebaut werden. Die 

biorepulsive Matrix soll durch die Abscheidung von [1-[(Acetyl)thio]undec-11-

yl]tetraethylenglykol (15) erhalten werden. Das Molekül besteht aus einem Undecan-

Linker, welcher die biorepulsive Tetraethylenglykol-Kopfgruppe und die Schwefel-

Ankergruppe verknüpft. Derartige Undecan-Ethylenglykol-SAMs sind dafür bekannt, 

weitgehend defektfreie SAMs zu bilden, welche in biologischen Medien stabil sind.193 

Durch Herstellung von gemischten Monolagen des Matrixmoleküls 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 Moleküle 

 

Zunächst erfolgte die Synthese der beiden SAM-bildenden Moleküle 15 und 16 (siehe 

Abbildung 78). Hierfür wurde 11-Bromundec-1-en (17) mit Tetraethylenglykol (18) unter 

basischen Bedingungen zu Undec-1-en-11–yl-tetraethylenglykol (19) umgesetzt. 

Verbindung 19 kann photochemisch weiter mit Thioessigsäure (20) zu dem Matrix-

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

Hydrochinon (21) in einer Mitsunobu-Reaktion194,195 gekoppelt. 

 

 

Abbildung 78: Synthese der beiden SAM-bildenden Bausteine zur Herstellung einer Tyrosin-haltigen Protein-
Modelloberfläche.  

 

5.1.1.2. Herstellung und Charakterisierung der gemischten SAMs 

 

Zur Herstellung gemischter SAMs wurden die Schichtbildungseigenschaften aus 

Lösungen, welche beide SAM-bildenden Moleküle enthalten, untersucht. Hierzu wurden 

elf verschiedene Lösungen mit Molenbrüchen 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 Goldoberflächen abgeschieden. Anschließend erfolgte die 

Charakterisierung der erhaltenen Schichten mittels Ellipsometrie und IRRAS.  
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Abbildung 79: Ellipsometrische Schichtdicken der Oberflächen, welche mit verschiedenen Molenbrüchen von 
Verbindung 16 in der Abscheidungslösung behandelt wurden. 

 

Die ellipsometrisch bestimmten Schichtdicken für die verschiedenen Molenbrüche der 

Abscheidelösungen variieren von 1.1 bis 2.0 nm (siehe Abbildung 79). Die bestimmten 

Schichtdicken sind somit kleiner als es für die elongierten Moleküle, deren Länge 2.9 nm 

(Verbindung 15) bzw. 3.5 nm (Verbindung 16) beträgt, zu erwarten wäre. Dies kann 

durch die Unordnung der Ethylenglykol-Ketten erklärt werden, die keine gestreckte 

Struktur einnehmen. Die Änderung des Molenbruchs von 0.9 nach 1.0 führt zu einer 

großen Änderung der Schichtdicke. Die kleineren Schichtdicken der Molenbrüche (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, bestätigen auch die IRRA-Spektren (siehe Abbildung 80). 

Die Banden bei 2830-2970 cm-1 können 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-1 

deutet auf eine hohe Ordnung der Alkylketten und eine dicht gepackte Monolage hin. Die 

Banden bei 1350 cm-1 (CH2-Wippschwingung) und bei 1130 cm-1 (C-O-C-

Streckschwingung) sind charakteristisch für die Ethylenglykol-Ketten. Das Signal bei 
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1740-1760 cm-1 (Carbonyl-Streckschwingung) ist ein Hinweis für eine leichte Oxidation 

der Ethylenglykol-Einheiten.196 Die scharfe Bande bei 1513 cm-1 ist mit der phenolischen 

Einheit in Verbindung 16 assoziiert und ermöglicht die Quantifizierung des Anteils der 

Verbindung in der Monolage. 

 

 

Abbildung 80: IRRA-Spektren der gemischten SAMs aus verschiedenen Molenbrüchen von Verbindung 16 in 
der Abscheidelösung: Die Signale von 2830 bis 2970 cm-1 können der symmetrischen und asymmetrischen 
Methylen-Streckschwingung der Alkyl-Kette und der Ethylenglykol-Einheiten zugeordnet werden. Das Signal 
bei 1513 cm-1 ist charakteristisch für die C-O-Streckschwingung der phenolischen Gruppe. Das Signal bei 1130 
cm-1 ist der C-O-C -Streckschwingung der Ethylenglykol-Ketten zuzuordnen. 

 

Unter der Annahme, dass die Anzahl der Moleküle in der Monolage unabhängig von der 

Gegenwart der phenolischen Kopfgruppe ist, wurde das Integral des Signals in 

Abhängigkeit von dem Molenbruch der Verbindung in der Abscheidelösung bestimmt. 

Das Signal der au der Lösung 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 Lösung für die Abscheidung verwendet wird (siehe 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 unterstützen den schlechteren Einbau von Verbindung 16 in 
die gemischte Monolage. 

 

5.1.2. Untersuchungen der DMAP-vermittelten Ligation anhand eines 

bakteriellen Adhäsionstests 

 

Um die erfolgreiche Anbindung des Thioesters 13 an die phenolische Oberfläche 

nachzuweisen, wurden Bakterienadhäsionstests durchgeführt. Hierfür ist es notwendig, 

die Biorepulsivität der unmannosylierten Oberfläche gegenüber dem verwendeten 

Bakterium sicherzustellen, um eine unspezifische Adhäsion möglichst zu unterdrücken. 

Die zuvor mittels Ellipsometrie und IRRAS charakterisierten SAMs, welche aus 

Lösungen mit verschiedenen Molenbrüchen abgeschieden wurden, wurden in dem 

bakteriellen Adhäsionstest hinsichtlich ihrer Biorepulsivität untersucht (siehe Abbildung 

82).  

Ein Typ 1-fimbriierter E.coli Stamm, welcher mit GFP markiert wurde (pPKL1162),197 

wurde in seiner exponentiellen Wachstumsphase (optische Dichte (OD) = 0.5) verwendet. 

Die Substrate wurden in der Bakterienlösung für 30 Minuten inkubiert. Das Ergebnis 

zeigt keinen signifikanten Unterschied für die Oberflächen, welche aus Lösungen mit den 

Molenbrüchen 0.0 – 0.9 abgeschieden wurden. Für 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 Goldoberfläche.  

 

 

Abbildung 82: Bakterienadhäsionstest für verschiedene Molenbrüche von Verbindung 16 in der 
Abscheidelösung: Kein signifikanter Unterschied kann für die Molenbrüche von 0.1 bis 0.9 festgestellt werden. 
Dagegen wird eine erhöhte unspezifische Adhäsion von Bakterien an die SAM mit dem Molenbruch 1.0 
(Verbindung 16), vergleichbar zu der Adhäsion an einer Goldoberfläche, gefunden. Die Fehler sind mit 95 % 
Konfidenzintervall angegeben. 

 

Um die unspezifische Adhäsion zu minimieren, wurde ein Molenbruch von 0.9 für die 

Untersuchung der Anbindung des Thioesters 13 an die Oberfläche 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 Oberfläche 

vorhanden, welche mit dem Thioester 13 reagieren können. 

Die durch das DMAP-Derivat 14 katalysierte Ligation des Thioesters 13 wurde in 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure(HEPES)-Puffer (pH = 8), welcher 

15 % Dimethylsulfoxid (DMSO) enthält, durchgeführt. Diese Bedingungen entsprechen 

denen, welche die Arbeitsgruppe Lindhorst für die Ligation an das bakterielle Lektin 
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FimH verwendet.198 Die durch die SAM beschichteten Modelloberflächen wurden in 

Lösungen des DMAP-Derivates 14, des Thioesters 13 und einer 1:1 Mischung der beiden 

Moleküle inkubiert (siehe Abbildung 83). Um die Stabilität der Monolagen unter den 

Bedingungen sicherzustellen, wurde ebenfalls ein SAM-beschichtetes Substrat in DMSO-

haltigen HEPES-Puffer eingelegt. Anschließend wurden die Oberflächen ähnlich wie die 

verschiedenen gemischten SAMs (siehe Abbildung 82) in einem bakteriellen Adhäsions-

test untersucht. Ein unbehandeltes Goldsubstrat wurde als Referenz verwendet.  

 

 

Abbildung 83: Bakterienadhäsionstest nach der DMAP-katalysierten Ligation mit dem Thioester: Die Adhäsion 
der E.coli Zellen auf den unterschiedlich behandelten Oberflächen ist dargestellt: Unbehandelte Goldoberfläche 
(A), SAM in DMSO/HEPES-Puffer (B), SAM in einer Lösung des Thioesters (C), SAM in einer Lösung des 
DMAP-Derivates (D), SAM in einer Lösung 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 Lösung des DMAP-Derivates 14 eingelegt wurden, zeigen keine 

signifikante Änderung in der Zelladhäsion. Dagegen weist die Oberfläche, welche mit 

dem Thioester 13 funktionalisiert wurde, eine Erhöhung der bakteriellen Adhäsion um 

den Faktor drei (ungefähr 70000 Zellen/cm2) auf. Die Kombination des Thioesters 13 mit 

dem DMAP-Derivat 14 weist eine fünffach höhere Adhäsion an Bakterien (ungefähr 

120000 Zellen/cm2) 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 

Modelloberfläche 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 trägt, 

(Verbindung 16) hergestellt werden. Die Untersuchungen zur Abscheidung einer SAM 

durch Inkubation von Goldoberflächen in Lösungen, welche Mischungen der beiden 

SAM-bildenden Thioacetate mit verschiedenen Molenbrüchen enthielten, zeigte, dass das 

Phenol-haltige Molekül 16 schlechter in die Schicht eingebaut wird. Die SAM, welche 

durch die Abscheidung aus einer Lösung mit einem Molenbruch von 0.9 von Verbindung 

16 erhalten wird, ist ausreichend biorepulsiv und kann für die Untersuchung der 

Ligationsstrategie verwendet werden.  

Der Bakterienadhäsionstest zur Untersuchungen der durch das DMAP-Derivat 14 

vermittelten Reaktion des Thioesters 13 mit der Modelloberfläche zeigt, dass vermutlich 

bereits der Thioester 13 mit der phenolischen Einheit der Oberfläche reagiert. Die 

Mischung des DMAP-Derivates 14 und des Thioesters 13 erhöht jedoch die Ausbeute des 

Ligationsproduktes. Für die Reaktion an der Proteinoberfläche 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 Moleküle 

Materialien und generelle Methoden 

Feuchtigkeits- und sauerstoffempfindliche Reaktionen wurden unter 

Schutzgasatmosphäre (Stickstoff 5.0 (≥ 99.999 Vol.-%)) in zuvor getrockneten 

Glasapparaturen (Ausheizen im Vakuum) durchgeführt. Für die Säulenchromatographie 

wurde Kieselgel 60 (0.040-0.063 mm, Macherey-Nagel, Germany) verwendet. 

Kommerziell erhältliche Lösungsmittel wurden destillativ gereinigt. 

1H-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 Lösungsmittel 

Chloroform (δ = 7.26 ppm) oder Dimethylsulfoxid (δ = 2.50 ppm). 

Die Synthese von 2-Phenyl-(4’-azo(4”-(α-D-mannopyranosyloxy)-phenyl)-essigsäure-

thiophenylester (13) und 3-(Methyl-4’-pyridylamino)-propansäure-(4’’-(α-D-

mannopyranosyloxy))-phenylamid (14) sind veröffentlicht.198 

 

 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 für 40 Minuten bei 120 °C gerührt. Anschließend 

wurde 11-Brom-1-undecen (3.0 g, 12 mmol) hinzugegeben und für weitere 23 Stunden 

unter Rühren auf 120 °C erwärmt. Die Reaktion wurde mit n-Hexan (6 x 30 mL) 

extrahiert und das Lösungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde 

säulenchromatographisch mit Ethylacetat aufgereinigt. Es wurden 2.70 g (7.79 mmol, 

61 % Ausbeute) von Undec-1-en-11–yl-tetraethylenglykol als farbloses Öl erhalten. 

1H-NMR (250 MHz, CDCl3): δ = 5.80 (ddt, 3J = 17.0 Hz, 3J = 10.2 Hz, 3J = 6.7 Hz, 1H), 

4.98 (ddd, 2J = 3.7 Hz, 3J = 17.0 Hz, 4J = 1.6 Hz, 1H), 4.92 (ddt, 2J = 2.2 Hz, 3J = 10.2 Hz, 
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4J = 1.2 Hz, 1H), 3.74 – 3.55 (m, 16H), 3.44 (t, 3J = 6.8 Hz, 2H), 2.03 (q, 3J = 7.5 Hz, 2H), 

1.57 (quin, 3J = 6.9 Hz, 2H), 1.36 (quin, 3J = 7.0 Hz, 2H), 1.27 (br s, 10H) ppm. 

 

Synthese von [1-[(Acetyl)thio]undec-11-yl]tetraethylenglykol (15)  

Die Synthese erfolgte in Anlehnung an Literatur 199. 

Methanol (2.5 mL) und Thioessigsäure (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 Reaktionslösung mit einer 150 W Quecksilberdampflampe bestrahlt, bis eine 

vollständige Umsetzung mittels Dünnschichtchromatographie (Merck Kieselgel60 F254: 

Ethylacetat) festgestellt wurde, bestrahlt. Alle flüchtigen Verbindungen wurden im 

Vakuum entfernt und Wasser zu dem Rückstand hinzugegeben. Die Lösung wurde mit 

Ethylacetat extrahiert und die organische Phase mit Wasser gewaschen. Das 

Lösungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels 

Säulenchromatographie mit Ethylacetat aufgereinigt. Es wurden 1.25 g (2.96 mmol, 73 % 

Ausbeute) von [1-[(Acetyl)thio]unden-11-yl]tetraethylenglykol als farbloses Öl erhalten. 

1H-NMR (250 MHz, CDCl3): δ = 3.74 – 3.55 (m, 16H), 3.42 (t,3J = 6.8 Hz, 2H), 2.85 (t, 

3J = 7.3 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)thio]undec-11-

yl]tetraethylenglykol (694 mg, 1.64 mmol) in 35 mL Tetrahydrofuran wurde 

Triphenylphosphan (431 mg, 1.64 mmol) hinzugegeben. Azodicarbonsäure-

diisopropylester (332 mg, 1.64 mmol) wurde tropfenweise unter Eiskühlung 

hinzugegeben und die Reaktion für 15 min gerührt. Die Reaktionslösung wurde langsam 

auf Raumtemperatur erwärmt und für 17 Stunden weiter gerührt. Alle flüchtigen 

Verbindungen wurden im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch 

(n-Hexan/Ethylacetat 2:1) gereinigt. Abschließend wurde verbleibendes Hydrochinon 
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durch Sublimation aus dem Öl entfernt (1.2∙10-2 mbar, 130 °C) und 162 mg (0.305 mmol, 

19 %) 4-[(11-(Acetylthio)undec-1-yl)-tetraethylenglykol]-phenol erhalten. 

1H-NMR (250 MHz, DMSO-d6): δ = 8.88 (s, 1H), 6.74 (d, 3J = 9.0 Hz, 2H), 6.65 (d, 3J = 

9.0 Hz, 2H), 3.96 (t, 3J = 4.4 Hz, 2H), 3.68 (t, 3J = 5.0 Hz, 2H), 3.61 – 3.41 (m, 12H), 3.35 

(t, 3J = 6.5 Hz, 2H), 2.81 (t, 3J = 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 Å/s; Pfeiffer Vacuum Classic 50) und 200 nm Gold 

bedampft (Aufdampfrate ≈ 1.0 – 2.0 Å/s). 

Ethanol (99 % mit 1 % Petrolether) wurde für sechs Stunden refluxiert und destilliert. 

DMSO wurde in p.a.-(pro analysi) Qualität erworben und ohne Aufreinigung eingesetzt. 

Die Siliciumwafer wurden gebrochen, mit Ethanol gespült, im Stickstoffgasstrom 

getrocknet und im H2 Plasma gereinigt (Harrick PDC-32G Plasma Cleaner („high level“ 

bei einem Druck von 5∙10-1 mbar für 2 min). Zur Abscheidung der SAMs wurden die 

Substrate in 0.5 M Lösungen der Verbindung 13, 14 oder einer Mischung beider 

(Molenbrüche 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 gespült 

und im Stickstoffgasstrom getrocknet. 

 

Ellipsometrie 

Zur Bestimmung von Schichtdicken sowie Substratparametern von Gold wurden 

Ellipsometrie-Messungen an einem Sentech Ellipsometer (SE400) durchgeführt. Der 

Laserstrahl mit der Wellenlänge 632.8 nm fiel unter einem Winkel von 70 ° auf die 

Probe. Für die Bestimmung der Schichtdicken wurden für 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 CO2-freier Luft gespült. Für jedes abgebildete Spektrum wurden jeweils 

256 Scans aufgenommen. 

 

Untersuchungen der DMAP-vermittelten Ligation anhand eines bakteriellen 

Adhäsionstests 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES) Puffer wurde aus 

115 mM NaCl, 1.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 2.4 mM K2HPO4 und 20 mM HEPES in 

Wasser hergestellt. Es wurde ein pH von 8 (25 °C) eingestellt.  

Phosphatgepufferte Salzlösung Tween20 (PBST) wurde aus 0.1%igen 

Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat (Tween20), 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 

138 mM NaCl, und 3 mM KCl in Wasser hergestellt. Es wurde ein pH von 7.4 (25 °C) 

eingestellt. 

Für die Untersuchung der von dem DMAP-Derivat 14 katalysierten Ligation des 

Thioesters 13 mit der Modelloberfläche wurde eine SAM aus einer Lösung mit dem 

Molenbruch von 0.9 der Verbindung 16 abgeschieden. Vier mit der SAM beschichtete 

Oberflächen wurden in jeweils 5 mL einer Reaktionslösung inkubiert. Vier verschiedene 

Reaktionslösungen wurden verwendet: 

1. HEPES-Puffer mit 15 % Dimethylsulfoxid 
2. HEPES-Puffer mit 15 % Dimethylsulfoxid und 0.1 M 13 
3. HEPES-Puffer mit 15 % Dimethylsulfoxid und 0.1 M 14 

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

Alle Lösungen wurden steril filtriert (0.20 µm, Polyethersulfon Membran) und alle 

Gefäße mit Ethanol sterilisiert. Die Substrate wurden in Lösung in einem 

Inkubationsschüttler bei 100 rpm und 37.5 °C über Nacht inkubiert. Die Substrate wurden 

aus der Lösung genommen und gründlich mit PBST und DMSO gespült. Abschließend 

wurden die Substrate für 10 Minuten in DMSO im Ultraschallbad behandelt. 
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Bakterienadhäsionstest 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) wurde hergestellt aus 10 mM Na2HPO4, 2 mM 

KH2PO4, 138 mM NaCl und 3 mM KCl. Es wurde ein pH von 7.4 (25 °C) eingestellt. 

Für den Bakterienadhäsionstest der SAMs mit verschiedenen Molenbrüchen von 

Verbindung 16 in der Abscheidungslösung wurden mindestens vier Substrate für jeden 

Molenbruch getestet. Fünf Bakterienadhäsionstests wurden durchgeführt, wobei in jedem 

Test elf SAMs mit verschiedenen Molenbrüchen (Molenbruch von 0.0 bis 1.0 mit einem 

Inkrement von 0.1) und acht plasmagereinigte Goldsubstrate untersucht wurden.  

In dem Bakterienadhäsionstest zur Untersuchung der Ligation des Thioesters 13 mit der 

phenolischen Einheit auf der Oberfläche wurden vier beschichtete Oberflächen für jede 

Reaktionslösung (Lösungen 1 bis 4) zusammen mit vier plasmagereinigten 

Goldsubstraten untersucht. 

Für den Bakterienadhäsionstest wurde eine Suspension des fluoreszierenden GFP-

markierten E. coli (pPKL11 62) Stamms197 in CASO Nährmedium (30 g/L) mit einer 

optischen Dichte (OD) von 0.5 (fisher scientific, Zelldichte-Messgerät Modell 40) 

verwendet. Die Substrate wurden in PTFE Haltern in 400 mL der Bakteriensuspension 

gestellt und bei 100 rpm für 30 Minuten bei 37.5 °C inkubiert. Der Adhäsionsprozess 

wurde durch gleichzeitiges Überführen der Substrathalter in PBS-Puffer gestoppt. 

Anschließend wurde jedes Substrat in ein 50 mL Falcon®-Zentrifugenröhrchen, welches 

mit 15 mL PBS-Puffer gefüllt war, gelegt und die Röhrchen bei 200 rpm für 2 Minuten 

geschüttelt. Abschließend wurden die Substrate einzeln in frischen PBS-Puffer getaucht. 

Die Bakterienflächendichte 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. Für jedes Substrat wurden an zufällig 

ausgewählten 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 Reaktionslösungen 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 Lösungen mit verschiedenen Molenbrüchen an Verbindung 16 erhalten wurden. Von jedem 
Substrat wurden zehn Aufnahmen gemacht. 

Molenbruch 
an Verbindung 

16 

Bakterienflächen
-dichte /  

Zellen cm-2 

Standard-
abweichung / 
Zellen cm-2 

95 % Konfidenz-
intervall /  

Zellen cm-2 

Anzahl an 
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 Reaktionslösungen (Lösungen 1 bis 4) inkubiert wurden. Von jedem Substrat wurden zehn 
Aufnahmen gemacht. 

Reaktions-
lösung 

Bakterienflächen
-dichte /  

Zellen cm-2 

Standard-
abweichung/ 
Zellen cm-2 

95 % Konfidenz-
intervall /  

Zellen cm-2 

Anzahl an 
Substraten 

HEPES-
Puffer/DMSO 

26700 18100 5800 4 

HEPES-
Puffer/DMSO 
+ Verbindung 

13 

69500 49600 15900 4 

HEPES-
Puffer/DMSO 
+ Verbindung 

14 

32100 1800 5800 4 

HEPES-
Puffer/DMSO 
+ Verbindung 

13 und 14 

120800 43600 13900 4 

Gold 42900 30600 9800 4 
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Veröffentlichung 

Das Projekt ist ein Kooperationsprojekt mit der Arbeitsgruppe Lindhorst (Christian-

Albrechts-Universität zu Kiel). Die Ergebnisse dieses Projekts, die Synthesen der 

Moleküle, sowie die Modifizierung des Proteins FimH, für welches in diesem Projekt ein 

Modellsystem entwickelt wurde, werden veröffentlicht. 
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6. Zusammenfassung 

 

Die Kenntnis der Struktur von Biomolekülen und der biologischen Abläufe, in welche 

diese involviert sind, ist grundlegend für die Entwicklung von medizinischen 

Behandlungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Systeme zur Untersuchung von 

Biomolekülen, insbesondere Proteinen, hergestellt. Im Mittelpunkt stand die Entwicklung 

von Materialien, welche neue Möglichkeiten zur Präparation von Proteinen zur 

Untersuchung derer Struktur mittels Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie (Kryo-

TEM) eröffnen.  

 

 

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 
(olivgrün/orange), welche eine Vielzahl komplex strukturierter Bereiche aufweist. Proteine (blau, 
Transmembranprotein), Glykoproteine (gelb) und viele andere Biomoleküle sind dort in verschiedenste 
biologische Prozessen (z.B. Protein-Protein-Interaktionen) involviert. Die in dieser Arbeit entwickelten 
Nanomaterialien können in verschiedenen Bereichen dazu beitragen, derartige biologische Systeme zu 
untersuchen. Es wurden Nanomaterialien, welche die Pobenpräparation von Membranproteinen zur 
Strukturbestimmung mittels Kryo-TEM erleichtern, entwickelt. Es wurde eine Oberflächenbeschichtung im 
Nanometerbereich hergestellt, welche die Peripherie eines Proteins nachbildet und als Protein-Modelloberfläche 
genutzt wurde. Außerdem wurde ein Verfahren zur Herstellung simpel strukturierter Nanomembranen 
untersucht, welches als Basis für die zukünftige Entwicklung von Herstellungsverfahren für einfache biologische 
Modellmembranen dienen könnte. 
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In zwei weiteren Projekten wurden biomimetische Systeme aufgebaut, welche die 

Oberfläche eines Biomoleküls oder biologischen Ensembles nachahmen und hierdurch 

deren Untersuchung ermöglichen. Hier wurden Systeme zur einfachen Nachbildung 

biologischer Membranen oder Proteinoberflächen betrachtet (siehe Abbildung Z1) 

Eine wichtige Methode zur Untersuchung der dreidimensionalen Struktur von 

Biomolekülen ist die Kryo-TEM. Die TEM ermöglicht 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 Auflösung im 

einstelligen Ångström-Bereich möglich. Ausschlaggebend hierfür war die Entwicklung 

einer neuen Generation von Elektronendetektoren und Verbesserungen in der 

Bildverarbeitung. Jedoch ist die Mikroskopie vieler Biomoleküle trotz des Fortschrittes 

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

Zur Mikroskopie werden die Biomoleküle in wenige Mikrometer großen Löchern eines 

amorphen Kohlenstofflochfilms mittels einer wenige Nanometer dicken Schicht aus 

amorphem Eis fixiert. Hierfür wird ein dünner Film einer wässrigen Probe auf den 

Kohlenstofflochfilm aufgebracht und gefroren. Insbesondere für Membranproteine ist die 

Herstellung derartiger Proben schwierig, da die Proteinpartikel zur Aggregation und 

Adsorption an dem Kohlenstofflochfilm neigen, wodurch keine Partikel in den Löchern 

des Kohlenstofffilmes auftreten, welche mikroskopiert werden können.  

In dieser Arbeit wurden Materialien zur Verbesserung der Präparation von Proteinen für 

die Kryo-TEM entwickelt. Es wurden hierfür verschiedene biorepulsive Materialien, auch 

solche, welche eine spezifische Anbindung der Biomoleküle erlauben, untersucht. Da in 

der TEM die Probe durchstrahlt wird, eignen sich Nanometer dünne Membranen dieser 

Materialien als Trägermaterial für die Biomoleküle, da sie nur zu einem geringen 

Hintergrund führen. Zum einen wurden Nanomembranen durch die chemische 

Quervernetzung von Nanometer dicken Hydrogelfilmen mit verschiedenen 

quervernetzenden Molekülen hergestellt. Zum anderen wurden Trägerfilme, wie amorphe 

Kohlenstofffilme oder Kohlenstoffnanomembranen (engl. carbon nanomembranes, 

CNM) biorepulsiv funktionalisiert. Darüber hinaus wurde eine Nitrilotriessigsäure(NTA)-

funktionalisierte Hydrogel-beschichtete Nanomembran entwickelt, welche markierte 

Proteine selektiv über einen His-Tag bindet.  
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Abbildung Z2: a) Synthese des Disulfid-funktionalisierten Polyglycerolderivates. b) Abscheidung auf einer 
Goldoberfläche. c) 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-Molekülen zusätzlich verstärkt 
werden. 

 

Zur Herstellung dünner, freistehender Membranen aus einem biorepulsiven Hydrogel 

wurden Polyglycerol(PG)-Filme auf Goldoberflächen hergestellt und quervernetzt. Zur 

Herstellung der PG-Filme wurde ein Disulfid-haltiges PG-Dendrimer synthetisiert, 

welches aufgrund der Thiolgruppe an Goldoberflächen bindet und eine Monolage bildet 

(siehe Abbildung Z2, a-b). Zur Herstellung der Membranen wurden verschiedene 

Quervernetzer untersucht, welche zu verschiedenartigen Membranstrukturen führen. Der 

eingesetzte Ethylenglykoldiglycidylether (EGDGE) ermöglicht nicht nur die 

Quervernetzung der PG-Schicht, sondern kann aufgrund seiner zwei Epoxid-Gruppen 

polymerisieren und das Hydrogel weiter aufbauen (siehe Abbildung Z2, b-c). Es wurden 

optimale Bedingungen für die Reaktion des Quervernetzers gefunden. Durch Variation 

der Reaktionszeit und Temperatur ist es möglich, 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 (Ms2TEG) konnten selbst-perforierende Hydrogel-Nanomembranen 

(SPHyNs) hergestellt werden (siehe Abbildung Z3, a). Der Quervernetzer, welcher keinen 

Aufbau der Hydrogel-Schicht durch Polymerisation erlaubt, führt zu etwa 2 nm dicken 

Membranen, welche über den Kohlenstofflochfilm gelegt werden können und diesen 

abdecken. Die Adsorption von Biomolekülen an dem Kohlenstofffilm wird hierdurch 

stark reduziert. Über den Löchern des Kohlenstofffilms reisst die Membran auf 

(Selbstperforation) wobei sich eine spinnennetzartige Struktur ausbildet (siehe Abbildung 

Z3, b).  Diese hat den Vorteil, dass sie den Wasserfilm in den Löchern während der 

Probenpräparation stabilisiert und die Proteine homogen in einer sehr dünnen Eisschicht 

in den Löchern des Netzwerkes auftreten.  

 

 

Abbildung Z3: Herstellung der selbst-perforierenden Hydrogel-Nanomembranen: a) Quervernetzung einer PG-
Schicht mit Mes2TEG. b) TEM-Aufnahme quervernetzter PG-Membranen nach dem Transfer auf TEM-Netze 
mit Kohlenstofflochfilmen. Die Membranen reißen über den Löchern auf. In Abhängigkeit von der verwendeten 
Quervernetzerkonzentration (hier 50 und 10 mM) wird ein eng- bzw. grobmaschigeres Netz erhalten.35 
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Die erhaltenen Membranen wurden oberflächenanalytisch und elektronenmikroskopisch 

eingehend charakterisiert, insbesondere hinsichtlich ihrer Selbstperforation in 

Abhängigkeit von der Stärke der Quervernetzung und der daraus resultierenden 

Netzstruktur. Die Verwendung von SPHyNs bei der Herstellung von Proben zweier 

Membranproteine, deren Präparation zuvor nicht oder nur mit großem Aufwand möglich 

war, erlaubte die Berechnung deren dreidimensionaler Struktur mit einer Auflösung im 

Ångström-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 

Oberflächenbeschichtungen auf amorphen Kohlenstofffilmen zu erhalten. Die entwickelte 

Methode ermöglicht die einfache Beschichtung der Kohlenstoffoberfläche mit einem 

biorepulsiven PG-Hydrogel, wodurch die Adsorption der Proteine an diesem minimiert 

wird. Dies führt dazu, dass die Proteine gleichmäßig verteilt in dem Wasserfilm in den 

Löchern des Kohlenstofflochfilms vorkommen und dort gefroren werden können.  

Darüber hinaus wurde mit der Methode ein System, bestehend aus einem Hydrogel-

funktionalisierten Kohlenstoffnanoröhren-Netzwerk (HyCaNets), hergestellt (siehe 

Abbildung Z4). Ein bekanntes Problem während eines Kryo-TEM-Experiments ist die 

elektronenstrahlinduzierte Bewegung der zu mikroskopierenden Partikel im Eis. Mithilfe 

eines Netzwerkes aus leitfähigen Kohlenstoffnanoröhren, welche die Löcher des 

Kohlenstofflochfilms überspannen, können Ladungen abgeführt und die 

elektronenstrahlinduzierte Bewegung reduziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass 

sich die für die Funktionalisierung der Kohlenstofffilme verwendeten PG-Pyren-Derivate 

auch für die Funktionalisierung leitfähiger Kohlenstoffnanoröhren eignen. Um eine 

Adsorption an den Nanoröhren zu verhindern, wurden diese ebenfalls mit dem Hydrogel 

funktionalisiert.  
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Abbildung Z4: a) Pyren-haltiges PG-Derivat zur Funktionalisierung amorpher Kohlenstofffilme. b) Das PG-
Pyren-Derivat bindet über die Pyren-Einheit an die Kohlenstoffoberflächen. Ein HyCaNet besteht aus einem 
TEM-Netz mit Kohlenstofflochfilm, dessen Löcher mit SWCNTs netzartig überspannt sind. Sowohl die 
SWCNTs wie auch der amorphe Kohlenstoff sind mit biorepulsivem PG beschichtet.143 

 

Anstatt Proteine freistehend in der amorphen Eisschicht zu präparieren, besteht die 

Möglichkeit, diese an einen dünnen kontinuierlichen Trägerfilm anzubinden. 

Kohlenstoffnanomembranen eignen sich aufgrund ihrer geringen Dicke (1-2 nm) bei 

gleichzeitig hoher mechanischer Stabilität als Trägermaterial. 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 unterdrückt werden kann. Anschließend wurden die 

biorepulsiven Nanomembranen mit NTA-Einheiten als spezifische Erkennungsstellen zur 

Immobilisierung gewünschter Biomoleküle ausgestattet. Es wurde gezeigt, dass die 

selektive Anbindung von His-Tag markierten Proteinen aus einer Mischung mehrerer 

Biomoleküle möglich ist (siehe Abbildung Z5).  
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Abbildung Z5: Affinitäts-Netz: Mit einem PG-Hydrogel biorepulsiv beschichtete CNM, welche mit NTA-
Gruppen funktionalisiert wurde, um spezifisch His-Tag markierte Biomoleküle aus einer heterogenen Mischung 
von Biomolekülen zu binden. Das an die Membran angebundene Biomolekül kann anschließend im TEM 
mikroskopiert werden. 

 

Neben der Entwicklung von Materialien zur Untersuchung von Proteinen mittels Kryo-

TEM wurden Beschichtungen hergestellt, welche die Oberfläche eines Biomoleküls oder 

eines Ensembles von Biomolekülen nachahmen. Diese Modelloberflächen sollten 

ebenfalls die Untersuchung von Eigenschaften der biologischen Systeme ermöglichen. 

Biologische Membranen bestehen aus einem Ensemble von Biomolekülen. Eine Vielzahl 

verschiedener Biomolekülen tritt in einer komplexen Anordnung in diesen dünnen 

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, können nach weiterer Forschung als einfache 

Modellsysteme zur Nachahmung ihrer komplexen biologischen Vorbilder dienen. 

Die bereits als Trägermaterial für die Kryo-TEM verwendeten CNMs wurden für die 

Herstellung strukturierter Modellmembranen untersucht. Durch die mehrfache direkte 

Laserstrukturierung (DLP) einer SAM mit jeweils anschließendem Auffüllen der 

bestrahlten Bereiche mit unterschiedlichen SAM-bildenden Molekülen konnten vielfach 

strukturierte SAMs hergestellt werden. Die Bestrahlung beliebiger Bereiche der 

Oberfläche, 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 für die 

zukünftige Entwicklung einfacher Modellmembranen für biologische Systeme dienen 

könnten (siehe Abbildung Z6). 

 

 

Abbildung Z6: Herstellung einer strukturierten CNM mittels DLP: Mithilfe eins gepulsten Laserstrahls werden 
Moleküle entlang eines Musters thermisch von der Oberfläche desorbiert (A). Daraus resultieren Lücken im 
SAM, welche anschließend mit einem anderen SAM-bildenden Molekül aufgefüllt werden können (B). Die 
strukturierte SAM wird abschließend mit Elektronen bestrahlt (C). Hierdurch quervernetzen die einzelnen 
aromatischen Moleküle und es entsteht eine strukturierte Nanomembran (D).28 

 

In einem weiteren Projekt wurde eine Modelloberfläche für die Bindungstasche des 

Proteins FimH, welches eine wichtige Rolle in der bakteriellen Adhäsion spielt, 

entwickelt. Die Arbeitsgruppe Lindhorst (Christian-Albrechts-Universität zu Kiel) 

versucht, diese Bindungstasche mit einem Photoschalter zu funktionalisieren, um eine 

Kontrolle der Substratbindung zu ermöglichen. Der Photoschalter soll hierzu an eine 

bestimmte Aminosäure an der Öffnung 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 Aminosäure reagiert. 
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Abbildung Z7: Schematische Darstellung der Markierung der Tyrosin-Seitenkette des FimH (a) und der dazu 
entwickelten Modelloberfläche (b) mit einem Azobenzol-Photoschalter durch eine DMAP-vermittelte 
Ligationsstrategie: a) Zur gezielten Markierung einer Tyrosin-Seitenkette (rot) in der Nähe 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 (hellgrün) 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 Lösung exponiert 
ist. Das Modellsystem ermöglicht die Untersuchung der Reaktion zur Anbindung der Azobenzol-Einheit an eine 
Tyrosin-haltige Proteinoberfläche durch Detektion der an die Oberfläche gebundenen Mannose mithilfe eines 
Bakterienadhäsionstests. 

 

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Lindhorst wurde ein Modellsystem entwickelt, 

welches dazu dient, herauszufinden, inwiefern eine Funktionalisierung einer Aminosäure 

mit der vorgeschlagenen Ligationsstrategie möglich ist. Das Modellsystem besteht aus 

einer biorepulsiven Hydrogel-Matrix, aus welcher die Seitenkette der Aminosäure 

Tyrosin in die Lösung exponiert ist (siehe Abbildung Z7). Die Substrat-katalysierte 

Reaktion der Aminosäuren-Seitenkette mit dem Photoschalter wurde mithilfe eines 

Bakterienadhäsionstests untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sich die 

vorgeschlagene Ligationsstrategie unter Berücksichtigung von Nebenreaktionen zur 

Modifizierung des Proteins eignet.  
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Es konnten vier neuartige Systeme, welche die Probenpräparation 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 können. Außerdem wurden biomimetische 

Beschichtungen entwickelt, welche entweder Proteinoberflächen oder Biomembranen 

nachahmen. Die entwickelten Modellsysteme erweitern das Spektrum an Möglichkeiten, 

Biomoleküle oder biologische Ensembles zu untersuchen. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 

 

AFM Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy) 

APTMS 3-Aminopropyltrimethoxysilan 

Bpin- (4,4,5,5-Tetramethyl-1,3,2-dioxaborolanyl)- 

BPT 1,1-Biphenyl-4-thiol  

BSA Bovines Serumalbumin 

CCD  ladungsgekoppeltes Bauteil (engl. charge-coupled device) 

cCNM leitfähige Kohlenstoffnanomembran (engl. conductive carbon 

nanomembrane) 

CNM Kohlenstoffnanomembran (engl. carbon nanomembrane) 

GroEL Chaperon EL 

CRT Kathodenstrahlröhrenbildschirm (engl. cathode ray tube) 

DDM Dodecylmaltosid 

DLP direkte Laserstrukturierung (engl. direct laser pattering) 

DM Decylmaltosid 

DMAP N,N-Dimethylaminopyridin 

DMF N,N-Dimethylformamid 

DMSO Dimethylsulfoxid  

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EDTA-MA Ethylendiamintetraessigsäure-Monoanhydrid 

EG Ethylenglykol 

EGDGE Ethylenglykoldiglycidylether 

EM Elektronenmikroskopie 

EPS Extrazelluläre Polymere Substanzen  

EUV extremes Ultraviolett 

Fos-12 n-Dodecylphosphocholin 

Gew.-% Gewichtsprozent 

GFP grün fluoreszierendes Protein  

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure  
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HIM Helium-Ionen-Mikroskopie  

His Histidin 

HOPG hochorientierter pyrolytischer Graphit (engl. highly oriented 

pyrolytic graphite) 

HyCaNet Hydrogel-funktionalisiertes Netzwerk aus Kohlenstoffnanoröhren 
(engl. hydrogel-functionalized carbon nanotube network) 

IDA Iminodiessigsäure 

IR Infrarot  

IRRAS Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie  
(engl. infrared reflection adsorption spectroscopy) 

KPT Kritisch-Punkt Trocknung (engl. critical-point drying) 

Kryo- Tieftemperatur- 

MCT Quecksilber-Cadmium-Tellurid (engl. Mercury-Cadmium-

Tellurid) 

Mes Methansulfonyl 

NBPT 4-Nitro-1,1‘-biphenyl-4‘-thiol 

nm Nanometer 

NMP N-Methyl-2-pyrrolidon  

NPT Naphthalen-2-thiol  

NTA Nitrilotriessigsäure 

OC Octylglucosid 

OD optische Dichte 

PBS Phosphatgepufferten Salzlösungen (engl. phosphate buffered 

saline) 

PBST  Phosphatgepufferte Salzlösung Tween20 

PEG Polyethylenglykol 

PG Polyglycerol 

PMMA Polymethylmethacrylat 

rpm Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute) 

SAM selbstanordnende Monolage 

SEM Rasterelektronenmikroskopie (REM) (engl. scanning electron 

microscopy) 

SPA Einzelpartikelanalyse (engl. single particle analysis) 
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SPHyNs selbst-perforierende Hydrogel-Nanomembran  
(engl. self-perforated hydrogel-nanomembrane) 

SPR Oberflächenplasmonenresonanz  
(engl. surface plasmon resonance) 

SWCNT einwandige Kohlenstoffnanoröhren (single-walled carbon 

nanotube) 

TBTU 2 (1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethylammoniumtetrafluoridoborat 

t-Bu teritär-Butyl 

TEG Tetraethylenglykol 

TEM Transmissionselektronenmikroskopie 

tert-Butyl teritär-Butyl 

TFA Trifluoressigsäure 

TPT [1'',4',1',1]-Terphenyl-4-thiol 

Triton-X-100 Polyethylenglykol p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-phenylether 

Ts para-Toluolsulfonyl 

Tween20 Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat 

UV Ultraviolett 

Vol.-% Volumenprozent 

XPS Röntgenphotoelektronenspektroskopie (engl. X-ray photoelectron 

spectroscopy) 

Zwittergent 3-12 n-Dodecyl-N,N-dimethyl-3-ammonium-1-propansulfonat 
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9. Eigene Anteile an Veröffentlichungen in Fachjournalen 

 

Self-Perforated Hydrogel Nanomembranes Facilitate Structural Analysis of Proteins 

by Electron Cryo-Microscopy 

Julian Scherr, Kristian Parey, Niklas Klusch, Bonnie J. Murphy, Sebastian Balser, 

Alexander Neuhaus, Volker Zickermann, Werner Kühlbrandt, Andreas Terfort, Daniel 

Rhinow 

ACS Nano 2017 11 (6), 6467-6473  

 

1) Herstellung der Goldoberflächen mittels Elektronenstrahlbedampfung  

2) Synthese des Polyglycerol-haltigen Disulfides und der Quervernetzer 

3) Herstellung von Polyglycerol-Monoschichten auf Goldoberflächen 

4) Charakterisierung von Polyglycerol-Monoschichten mittels IR-Spektroskopie und 

Ellipsometrie 

5) Entwicklung eines Systems zur Quervernetzung und Durchführung von 

Experimenten zu Quervernetzung der Polyglycerolschichten 

6) Bestimmung der optimalen Bedingungen für eine Quervernetzung mittels 

Ellipsometrie und IR-Spektroskopie 

7) Auswertung der SEM und TEM-Aufnahmen 

8) Transfer der erhaltenen Nanomembranen auf diverse Substrate 

9) Optimierung eines Protokolls zur Kritisch-Punkt Trocknung der Membranen 

10) Untersuchung der Nanomembran mittels AFM, IR-Spektroskopie und 

Ellipsometrie 
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Noncovalent Functionalization of Carbon Substrates with Hydrogels Improves 

Structural Analysis of Vitrified Proteins by Electron Cryo-Microscopy  

Julian Scherr, Alexander Neuhaus, Kristian Parey, Niklas Klusch, Bonny J. Murphy, 

Volker Zickermann, Werner Kühlbrandt, Andreas Terfort, Daniel Rhinow 

ACS Nano 2019 (akzeptiert zur Veröffentlichung) 

DOI: 10.1021/acsnano.9b02651 

 

1) Herstellung der Goldoberflächen mittels Elektronenstrahlbedampfung 

2) Synthese der verschiedenen Pyren-haltigen Polyglycerole 

3) Beschichtung von amorphen Kohlenstofffilmen mit den verschiedenen Pyren-

haltigen Polyglycerolen 

4) Charakterisierung der beschichteten Kohlenstoffoberflächen mittels IR-

Spektroskopie und Ellipsometrie 

5) Untersuchung der Adsorption von Proteinen an den beschichteten 

Kohlenstoffoberflächen 
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Funktionalisierte Kohlenstoffnanomembranen mit spezifischen Anbindungsstellen 

Die Ergebnisse des Kapitels 3.5 werden kurzfristig veröffentlicht.  

 

1) Herstellung der Goldoberflächen mittels Elektronenstrahlbedampfung  

2) Charakterisierung der Goldoberflächen 

3) Optimierung eines Verfahrens zur Beschichtung von Kohlenstoffnanomembranen 

mit Polyglycerol 

4) Charakterisierung der Polyglycerol-Beschichtungen mittels IR-Spektroskopie und 

Ellipsometrie 

5) Untersuchung der unspezifischen Adsorption von Proteinen an den PG-

Beschichtung 

6) Synthese des NTA4Cyclen-Derivates 

7) Durchführung und Entwicklung der Parameter zur Funktionalisierung von PG-

Oberflächen mit dem NTA4Cyclen-Derivat 

8) Charakterisierung der NTA-funktionalisierten Oberfläche mittels IR-

Spektroskopie und Ellipsometrie 

9) Untersuchungen zur spezifischen und unspezifischen Adsorption von Proteinen an 

die NTA-funktionalisierten Oberflächen mittels SPR 

10) Transfer der erhaltenen Nanomembranen auf diverse Substrate 

11) Kritisch-Punkt Trocknung der Membranen 

12) Untersuchung der Nanomembran mittels AFM, IR-Spektroskopie und 

Ellipsometrie 
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Multicomponent patterned ultrathin carbon nanomembranes by laser ablation 

Natalie Frese, Julian Scherr, André Beyer, Andreas Terfort, Armin Gölzhäuser, Norbert 

Hampp, Daniel Rhinow  

Applied Surface Science 2018 427, 126-130  

 

1) Abscheidung von selbst-anordnenden Monolagen 

2) Transfer der Nanomembranen auf verschiedene Oberflächen 

3) Charakterisierung der Nanomembranen mittels IR-Spektroskopie 

4) Untersuchungen zum Nachweis der Funktionalisierung der Nanomembranen  
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Reprinted with permission from 

Self-Perforated Hydrogel Nanomembranes Facilitate Structural 

Analysis of Proteins by Electron Cryo-Microscopy 

Julian Scherr, Kristian Parey, Niklas Klusch, Bonnie J. Murphy, Sebastian 
Balser, Alexander Neuhaus, Volker Zickermann, Werner Kühlbrandt,  

Andreas Terfort, and Daniel Rhinow 
 

ACS Nano 2017 11 (6), 6467-6473 
DOI: 10.1021/acsnano.7b03099 

Copyright 2017 American Chemical Society. 
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Reprinted with permission from  

Noncovalent Functionalization of Carbon Substrates with Hydrogels 

Improves Structural Analysis of Vitrified Proteins 

 by Electron Cryo-Microscopy 

Julian Scherr, Alexander Neuhaus, Kristian Parey, Niklas Klusch, Bonnie J. 
Murphy, Volker Zickermann, Werner Kühlbrandt, Andreas Terfort,  

and Daniel Rhinow 
 

ACS Nano 2019 Article ASAP 
DOI: 10.1021/acsnano.9b02651 

Copyright 2019 American Chemical Society. 
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Reprinted with permission from 

Multicomponent patterned ultrathin carbon nanomembranes  
by laser ablation 

 
Natalie Frese, Julian Scherr, André Beyer, Andreas Terfort, Armin 

Gölzhäuser,  

Norbert Hampp, Daniel Rhinow 

Applied Surface Science 2018, 427, 126-130 

DOI: 10.1016/j.apsusc.2017.07.303 

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved. 
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