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Einleitung 5

1. Einleitung

Mit der Gewinnung von Informationen Uber stoffliche Systeme,
ganz besonders Uber die Art und Menge ihrer Bestandteile ein-
schlieBlich der dreidimensionalen Anordnung und Verteilung wie
auch zeitlichen Anderung und der dazu erforderlichen Methodik
beschaftigt sich die chemische bzw. biochemische Analytik. Die aus
analytischen Untersuchungen gewonnenen Resultate sind stets
Informationen, die durch stoffliche und energetische Wechsel-
wirkungen mit dem untersuchten Objekt erhalten werden [Dan10].
FUr die Untersuchung analytischer Fragestellungen wie z. B. der
Strukturaufklarung oder Trennung und Identifizierung von Subs-
tanzen, steht eine fast schon unuberschaubare Anzahl an Methoden
zur Verfigung. Neben den klassischen Methoden wie der Chroma-
tographie oder den elektroanalytischen Messmethoden gibt es eine
Vielzahl an spektroskopischen Methoden. Eine Einflhrung und
Ubersicht in die verschiedenen Methoden ist z. B. in [Cam20] zu
finden. Die meisten dieser Methoden sind sowohl fur die
quantitative als auch fur die qualitative Bestimmung geeignet. Zu-
satzlich stellt sich die Analytik gegenwartig den Problemen der in-
dustriellen Prozesskontrolle und der Umweltiberwachung unter
Einsatz von chemischen und biochemischen Sensoren [Ott30]. Eine
Ubersichtliche Darstellung Uber Chemo- und Biosensoren ist in
[G6p40] und [Sch50] gegeben. Fir die Entwicklung solcher Senso-
ren sind sensitive Materialen notwendig, die je nach Anwendungs-
gebiet unterschiedlichen Anforderungen gerecht werden miussen.
Im Idealfall sollte die Wechselwirkung einer sensitiven Schicht mit
einem Analyten sich durch hohe Selektivitat, Stabilitat und Rever-
sibilitat auszeichnen. In den meisten Fallen finden aber zusatzliche
Wechselwirkungen mit anderen Analyten statt, so dass zwischen
spezifischer und unspezifischer Wechselwirkung unterschieden
werden muss. Zu den unspezifischen Wechselwirkungen zdahlen z.
B. die Polymer-Lésungsmittelkorrelationen, die durch nicht selekti-
ve Einlagerung des Ldsungsmittels in die Poren des Polymers
entstehen. Im Gegensatz dazu gehdéren die Antigen-Antikérper-
korrelationen, die durch Anbindung des Antikérpers an eine Bin-
dungsstelle entstehen zu den spezifischen Wechselwirkungen. Be-
vor also die Schicht zur Sensoranwendung kommt, sollte daher
eine ausfuhrliche Aufklarung des Wechselwirkungsverhaltens mit
dem Analyten erfolgen. Daher sind umfassende Charakterisierun-
gen der Materialen und ihres Wechselwirkungsverhalten un-
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umganglich. In dieser Arbeit werden, fur die Untersuchung und
Charakterisierung der chemischen und biochemischen Systeme,
hauptsachlich die Isotherme Titrations-Kalorimetrie (ITC) und die
spektrale Ellipsometrie (SE) eingesetzt. AuBerdem kommen die
Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS), die Infrarot-
Spektroskopie (IR), die Rasterkraftmikroskopie (AFM) und die
Kernresonanzspektroskopie (NMR) zum Einsatz.

Mit der Kalorimetrie kommt eine thermodynamische Methode zum
Einsatz, mit der Warmeanderungen AQ von Systemen gemessen
werden. Sie ist damit eine fundamentale analytische Methode flr
die Untersuchung von thermischen Effekten als Folge chemischer
und biochemischer Reaktionen [Doy51]. Es gibt verschiedene
Methoden wie ELISA, RIA, SPR, etc. die routinemaBig flr die
Charakterisierung von biologischen Wechselwirkungen verwendet
werden [Pie51]. Hier wird speziell die Isotherme Titrations-
Kalorimetrie fur die Untersuchung von molekularen und biomoleku-
laren Wechselwirkungen eingesetzt. Die ITC kann flr zahlreiche
Anwendungen verwendet werden, wie z. B. fir Bindungsstudien
von Antigen-Antikdrper, Protein-Peptid, Protein-Protein, Enzym-In-
hibitor, sowie Enzyme-Kinetik Wechselwirkungen [Per51]. Aus den
Resultaten der Messungen lassen sich Aussagen Uber die thermo-
dynamischen GréBen wie Enthalpie, Entropie, freie Enthalpie und
die Bindungskonstante einer untersuchten Reaktion machen. Uber-
dies bekommt man Informationen Uber den Reaktionstyp, die Ko-
operativitat und sie kann zur Strukturaufklarung von z. B. Protei-
nen beitragen [Sab52]. Sie liefert damit Informationen, die flr
Analysemethoden wie der Chromatographie oder den unzdhligen
spektroskopischen Methoden nicht oder nicht in diesem Umfang
aus einer Messung zuganglich sind. Es wird in dieser Arbeit aber
auch auf Problematiken bei Anwendung der ITC Methode einge-
gangen, so ist z. B. die Affinitat manchmal schwer bestimmbar,
trotz allem kénnen aber Bindungsereignisse, exo- bzw. endotherme
Reaktionsablaufe bestimmt werden.

Die spektrale Ellipsometrie hingegen erlaubt die gleichzeitige
Bestimmung zweier unbekannter Schichtparameter, der physikali-
schen Schichtdicke und des Brechungsindexes n. Mit der Ellipso-
metrie wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Analyten
auf Polymer- und Rezeptorfilme mit Schichtdicken im Nanometer-
bereich untersucht. Die Arbeit teilt sich in zwei Hauptbereiche,
einmal in den der Polymerchemie, in der zum einem eine interes-
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sante Untersuchungsreihe mit dem bekannten Polydimethylsiloxan
(PDMS) und verschiedener organischer Losungsmittel mittels Ellip-
sometrie durchgefiihrt werden. PDMS zeichnet sich zwar durch sehr
hohe Stabilitat aus, reagiert aber nur im begrenzten MaBe selektiv
auf Analyte. Deshalb war ein weiterer Schritt dieser Arbeit der Ein-
bau einer makromolekularen Erkennungsstruktur in das PDMS-
Grundgerist. Als Erkennungsstruktur wurde daflr ein organisches
Makromolekll aus der Gruppe der Calixarene gewahlt, um eine se-
lektivere Erkennung von Analytmolekilen mit chemischen Polymer-
systemen zu erreichen. Ein weiteres Polymersystem, das in diese
Arbeit untersucht wird, sind die sogenannten molekular gepragten
Polymere (MIP), die sich durch hohe Robustheit und hohe Selektivi-
tat dank des Vorhandenseins von spezifischen Hohlraumen aus-
zeichnen. Somit werden in diesem System sowohl die Stabilitat der
Polymere als auch die Selektivitat der hochspezifischen biochemi-
schen Rezeptoren vereinigt. Der zweite groBe Bereich dieser Arbeit
befasst sich mit der Untersuchung und Charakterisierung des
Wechselwirkungsverhaltens von biochemischen Systemen. In den
ersten beiden Kapiteln des Bereichs erfolgt die Untersuchung von
Immunoassays mittels Ellipsometrie. Hierbei sollte zum einen die
Schichtdicke der einzelnen Filme der Modell-Assays, die flir das
Prostata-spezifische Antigen (PSA) und flr die Progesteron Detek-
tion optimiert wurden, charakterisiert werden und der Analyt-
einfluss auf die Sensoroberflache untersucht werden. Letzteres
wurde ferner auf das Verhalten in verschiedenen Umgebungs-
medien untersucht. Aber auch die Kalorimetrie findet in diesem Be-
reich Anwendung. Im Rahmen des EU-Projektes BBMO wurden
Wechselwirkungsuntersuchungen von Phospholipiden mit per-
fluorierten Carbonsauren mittels ITC, RIfS und der Rasterkraftmik-
roskopie durchgefiihrt. Flr ein besseres Verstandnis biochemisch
ablaufender Prozesse erfolgte die Affinitatsbestimmung des Affenvi-
rus SV40 mit dem Gangliosid-Rezeptor GM1 sowie einem weiteren
interessanten Biosystem, der Ubiquitinbindung eines Peptidseg-
ments der Ubiquitin Carboxyhydrolase L3 (UCH-L3). Somit wird in
dieser Arbeit ein Spektrum verschiedenartiger chemischer und bio-
chemischer Systeme, die im Bereich der Sensorik und der klini-
schen Diagnostik zum Einsatz kommen sollen, mit einer Reihe von
Analysemethoden vorgestellt. Die Experimente sollen dazu beitra-
gen, das Wechselwirkungsverhalten zwischen Rezeptorschicht und
Ligand bzw. Polymerschicht und Analytmolekilen besser zu verste-
hen und zusatzlich Referenzdaten liefern.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1 Kalorimetrie

Die Kalorimetrie ist eine fundamentale analytische Methode zur Un-
tersuchung von thermischen Effekten als Folge chemischer und
biochemischer Reaktionen bzw. physikalischer Zustandsanderun-
gen. Dabei wird die Warmeanderung AQ eines Systems gemessen.
Das Kalorimetersignal gibt die Leistung als Funktion der Zeit wieder
und ermdoglicht damit direkte Aussagen Uber die Thermodynamik
und die Kinetik chemischer Reaktionen. Kalorimeter werden nach
dem Messprinzip, Betriebsart und der Bauart eingeordnet.

Jedes Kalorimeter besitzt grundsatzlich zwei entscheidende Be-
reiche, den Probenbereich und die Umgebung. Zum Probenbereich
zahlt nicht nur der zu untersuchende Prozess sondern auch das
ReaktionsgefaB3 selbst. Mit der Umgebung sind nicht die allgemei-
nen Laborbedingungen, sondern das direkte Umfeld des Probenbe-
reichs, die Thermophilen-Elemente und das &uBere Warmebad,
gemeint.

AT =T

Probe _TUmgebung (1)
2.1.1 Messprinzipien

Es gibt in der Kalorimetrie verschiedene Methoden, mit der War-
meeffekte eines Systems experimentell bestimmt werden kdénnen:

1. Die thermoelektrische Kompensation,
2. die Kompensation durch Phasenumwandlung, und
3. die Messung der zeitlichen und/oder
4. ortlicher Temperaturdifferenz.
2.1.2 Betriebsarten

Es gibt grundlegend einmal den ideal isothermen und den ideal
adiabatischen Betrieb:

1. Isotherm, (AT = 0, Tp = konstant), Probe und Umgebung
werden bei konstanter Temperatur gehalten.

2. Adiabatisch, (AT = 0, Tp # konstant), es findet kein Warme-
austausch zwischen Probe und Umgebung statt, Probe und
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Umgebung werden bei gleicher Temperatur gehalten, welche
sich wahrend einer Reaktion andern kann.

Da aber nur ein quasi-isothermer bzw. adiabatischer Zustand
realisierbar ist, wird weit verbreitet die isoperibole Betriebsart
praktiziert:

3. Isoperibol, (AT # 0, Ty = konstant), die Umgebung wird bei
konstanter Temperatur gehalten, wahrend sich die Tempera-
tur im Probengefal andert.

2.1.3 Bauarten

Es wird, in Bezug auf die Bauart, zwischen Einfach- und Zwillings-
kalorimeter unterschieden. In einem Einfachkalorimeter wird die
Probentemperatur gegen die Umgebungstemperatur gemessen
bzw. kompensiert. Bei einem Zwillingskalorimeter wird gegen eine
Referenzzelle unter gleichen Bedingungen gemessen bzw. kompen-
siert, so dass von auBen kommende thermische Stérungen ausgeg-
lichen werden kénnen und die Empfindlichkeit dadurch erhéht wird.

2.1.4 Grundlagen der Thermodynamik:

Erster Hauptsatz der Thermodynamik: Die Energie eines isolierten
Systems ist unveranderlich.

Anders Ausgedrlckt bedeutet der erste Hauptsatz, dass jedes Sys-
tem eine innere Energie besitzt, die nur durch den Transport von
Energie in Form von Arbeit W oder Warme Q verandert werden
kann.

dU = 5Q + W = 5Q — pdV (2)

Wird bei konstantem Volumen erwarmt (isochore Vorgange), so ist
dV = 0 und damit auch sW = 0, somit ergibt sich flir verschwindend
kleine Anderungen:

dU =6Q, =C.dT, (3)
wobei C, die Warmekapazitat bei konstantem Volumen ist. Fuhrt

man hingegen Warme 6Q bei konstantem Druck (isobare Vorgan-
ge) zu, so ist dp = 0.
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Flar die Beschreibung isobarer Zustandsanderungen eignet sich die
folgende Gleichung:

H=U+pV (4)

Somit ist die Temperaturabhangigkeit der Enthalpie gleich der
Warmekapazitat bei konstantem Druck:

dH =6Q, =C,dT (5)

Wird Warme an die Umgebung abgegeben, wird der Prozess als
exotherm bezeichnet und die Enthalpie ist AH < 0. Wahrend Pro-
zesse, die Warme aus der Umgebung benétigen um ablaufen zu
kdénnen, als endotherm bezeichnet werden und die Enthalpie AH >
0 ist.

Zweiter Hauptsatz der Thermodynamik: In einem isolierten System
fihren spontane Prozesse zu einer zunehmenden Entropie des Sys-
tems.

AS >0 (6)

mit ASges flir die gesamte Entropie des Systems. Fir ein System,
das im Warmekontakt mit seiner Umgebung steht, bedeutet eine
Anderung der Warme damit gleichzeitig eine Anderung der Entropie
des Systems (AS) und der Umgebung (ASy). Fur nicht umkehrbare
Prozesse bedeutet dies, dass die Entropie gréoBer Null ist:

d
dS=dS, >0 mit ds, =—?q st (7)

dg
ds 2? (8)
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Dritter Hauptsatz der Thermodynamik: Fur einen ideal kristallisier-
ten Festkorper am absoluten Nullpunkt der Temperatur, kann die
Entropie den Wert Null annehmen.

lim AS (idealer Festkorper) =0 (9)

Durch die Gibbs-Funktion werden die Entropie AS und die Enthalpie
AH, bei konstantem Druck, miteinander verbunden.

AG =AH —TAS (10)

Damit eine Reaktion freiwillig ablaufen kann, muss die Gibbs-
Energie bzw. freie Reaktionsenthalpie AG negativ sein. Der Wert
von AG macht eine Aussage uber die Triebkraft der Reaktion.

Unter Gleichgewichtsbedingungen ist AG = 0, und somit die Stan-

dardenthalpie:
(11)

AG" =—-RT InK

K ist dabei die thermodynamische Gleichgewichtskonstante unter
einem gegebenen Druck und einer bestimmten Temperatur. Die
Gleichgewichtskonstante wird analog zum Massenwirkungsgesetz
[Nic60] fur die Modellreaktion

M+X = MX (12)
folgend formuliert:
__IMX] « —IMIIX]
“Civixg P T (13)

Die Gleichgewichtskonstante ist dabei mit der Bindungsenthalpie
folgenderweise verknUpft:

~RTInK =AG® = AH® —TAS" (14)

Damit eine Reaktion bei konstantem Druck und Temperatur aber
Uberhaupt stattfinden kann, muss die freie Gibbs-Energie AG < 0
sein (siehe GI. 11). Fir Endotherme Reaktion bedeutet dies: AS >
AH/T > 0.

Flr eine Reaktion mit einer 1:1 Stéchiometrie ergibt sich:

X . =[X]+[MX] (15)

ges
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und
[MX]
M_ . ]=[MX]+[M]=[MX]+——
Moo ] =[MXT+[M]=[MX ]+ (16)
mit: [X]= X —[MX] ist
[MX]
M_.]=[MX
[Mg1=1 ]+K(Xges—[MX]) (17)
damit ergibt sich die folgende quadratische Gleichung:
1
[MX]2+[MX][-Mges_Xges-E]+Mges ges:O (18)
Die Lésung der quadratischen Gleichung ist:
[MX]_—b—\/b2+4ac
- 2 (19)
mit c=M X,
und b=-M - X, —1/K
Durch Differenzieren von Gleichung (19) erhalt man:
dMX]_1, 1-(1+r)/2=X, (20)
Xpee 2 (X2 —2X,(1-F)+(1+1))?
. 1 M X
mit —=c=K_[M =—% und X, =%
;=0= KM, Jn="2 M (21)

wird die Gleichung 20 einfacher dargestellt. Da die Anderung der
Konzentration [MX] in Zusammenhang mit der Warmednderung

steht, gilt:

dQ =d[MX]-AH®-V,

(22)

Durch Substitution der Gleichung (22) in (20) ergibt sich folgen-

des:

9Q _ppoy |1, 002X, 2
dX g 2 (X2 -2X,(1-n)+(1+1)?)>

(23)
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Tragt man nun in einen Schaubild dQ/dXges gegen Xges/Mges auf und
variiert dabei den Parameter ¢, bekommt man die verschiedenen
Bindungsisothermen (Abb. 1). Dabei ist ¢ das Produkt aus Bin-
dungskonstante, gesamte Substratkonzentration (z. B. Protein-
oder Makromolektlkonzentration) [Mges] und der Stdchiometrie n
(siehe GI. 21). Bei sehr hoher Affinitat ist ¢ = «, d. h. alle Liganden
[X] binden, bis die Sattigung eintritt und man eine rechtecksféormi-
ge Kurve erhalt. Fir Reaktionen mit sehr schwacher Affinitat ist ¢ <
1 und man erhdlt nahezu horizontale Kurven, die bei Unkenntnis
der Stdochiometrie keine exakte Aussage Uber K zulassen. Nur im
Bereich zwischen ¢ = 1 und ¢ = 1000 lasst sich durch die Isother-
men eine genaue Aussage Uber die Bindungskonstante K machen
[Wis70].

Abb. 1: Simulierte Bindungsisotherme flr verschiedene Werte des c-Parameters.

Somit ist ¢ der Parameter der geandert werden kann, um ein
Experiment zu optimieren [Hal80]. Daraus lasst sich ableiten, dass
Reaktionen mit hoher Affinitat bei niedriger Konzentration [M] ge-
messen werden missen, wahrend Reaktionen mit niedriger Affini-
tat bei hoher Konzentration [M] angesetzt werden mussen.
Allerdings kann dabei der Punkt erreicht werden, wo man an die
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Messgrenze des Kalorimeters stéBt, um bei noch genltigend kleiner
Konzentration in den sensitiven c-Bereich zu fallen.

2.1.4.1 Isotherme Titrations-Kalorimetrie (ITC)

Die ITC besteht aus einer Mess- und einer Referenzzelle welche
entweder 4 oder 1 mL fassen kénnen. Fir Untersuchungen von Li-
gand- und Substratwechselwirkungen eignet sich die Isotherme Tit-
rations-Kalorimetrie. Im verwendeten Titrations-Kalorimeter wird
ein Ligand in Lésung Uber eine Spritze durch eine Kapillare in das
Probengefal3 geleitet. Bei Reaktion des Liganden mit der Proben-
l6sung resultiert ein Warmefluss pro Injektion. Die exotherme
Reaktion ist fir das hier verwendete Gerat durch das positive bzw.
die endotherme durch das negative Leistungs-Zeit-Signal zu er-
kennen. Durch Integration der Flache eines Signals bekommt man
die Warmemenge in Zeitabhangigkeit pro Titration. Tragt man die-
se Warmemenge gegen die molare Konzentration des zugetropften
Liganden auf, erhalt man daraus die Bindungsenthalpie und die
Bindungskonstante K. Daraus lasst sich dann die freie Enthalpie
und die Entropie bestimmen. Somit ist die isotherme Titrations-
Kalorimetrie eine Methode in der sich gleichzeitig in einem Experi-
ment die Affinitdt und die thermodynamischen GréBen bestimmen
lassen [Lea91].

Ein wichtiger Aspekt ist allerdings auch, dass die gemessene
Warmemenge eines Experimentes durch einige Effekte beeintrach-
tigt werden kann. Dies kdénnen zum einen Ldsungsmitteleffekte
sein. Es muss darauf geachtet werden, dass sowohl Ligand als auch
Substrat im selben Solvent geldst werden, da sonst, durch z. B.
Ionisation von Pufferlésungen beim Titrieren, ein unerwlinschter
starker Warmefluss entsteht. Zum anderen ist bei der Vorbereitung
eines Experimentes darauf zu achten, dass alle Dichtungsmateria-
lien funktionsfahig sind.

Es gibt eine Vielzahl an Kalorimeterkonstruktionen die in Laboren
Anwendung finden, wie z. B. die Gas-Perfusion-Kalorimetrie, die
DSC (Differential Scanning Calorimetry), die Reaktionskalorimetrie,
die Durchflusskalorimetrie und noch viele weitere. Je nach Anwen-
dungsgebiet und Informationsgehalt, den man aus einem Experi-
ment erhalten méchte, werden die Gerate ausgewahlt. Zusatzlich
besitzt jedes Kalorimeter seine eigene Methode der Datenanalyse
[Bla81]. Bei der quantitativen Auswertung der kinetischen Daten
muss bei dem Gerat, das in dieser Arbeit verwendet wurde (TAM
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2277), besonders auf das Vorzeichen der Enthalpie geachtet wer-
den, da sich die Auswertesoftware fir die Kalorimeter der jeweili-
gen Geratehersteller in dieser Hinsicht unterscheiden. Speziell beim
TAM (Thermal Activity Monitor, Software: DigiTAM 4.1) entspricht
ein positives Vorzeichen der Enthalpie einer exothermen Reaktion
und ein negatives Signal entspricht somit einer endothermen Reak-
tion [Gai90]. Dies kann bei Auswertungen zur Verwechslung im
Hinblick auf die Bezeichnung der Reaktion, ob exotherm oder endo-
therm, flhren.

2.1.4.2 Voraussetzungen fur eine ITC-Messung

Damit eine ITC-Messung reibungslos ablaufen kann, muss folgen-
des beachtet werden:

- die Messinstrumente muissen absolut sauber sein.

- Dichtungsmaterial sollte nicht abgenutzt sein und muss re-
gelmaBig erneuert werden.

- Vor jeder Messung ist das Dichtungsmaterial mit Silicon zu
bearbeiten, um eine vollstandige Warmeabschirmung der
Zellen zu gewahrleisten.

- Es empfiehlt sich die Referenzzelle als erstes in den Messzy-
linder einzubringen, damit Fehlpraparationen von dieser Seite
ausgeschlossen werden kénnen.

- Beim Fullen der Titrationsspritze sind Luftblasen strengstens
zu vermeiden, da diese die Messung beeinflussen.

- Das Messprogramm sollte flr einen stoérungsfreien Ablauf
Uber Nacht gestartet werden.

Diese Voraussetzungen sind fir eine sinnvolle Interpretation der
gemessenen Warmesignale ndtig. Zusatzlich ist zu erwahnen, dass
alle ITC-Messungen kalibriert und korrigiert werden missen.

2.1.4.3 Bestimmung der Affinitat

Das Ergebnis eines ITC-Experimentes ist eine zeitaufgeldste Leis-
tungskurve, in der eine Serie von Peaks entsprechend der sequen-
Ziellen Injektion des Liganden zu einer Substratldsung zu erkennen
ist (Abb. 2a)). Durch Integration der einzelnen Peaks resultiert eine
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Bindungsisotherme, die der Enthalpie (kJ/mol) entspricht, aufge-
tragen gegen das Molverhaltnis (Ligand/Substrat) (Abb. 2b)).
Durch das Fitten der Bindungsisothermen erhalt man die Bindungs-
konstante K,. In modernen Kalorimetern wird das Fitten der Kurve
durch eine spezielle Auswertesoftware automatisch durchgefihrt
[Gaio0].

Leistung [W]

DU

0 2000 4000 6000 8000 10000
Zeit [s]

Enthalpie pro Injektion

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Molverhiltnis [Ligand /Substrat]

Abb. 2: Typisches Leistungs-Zeit Signal fliir die sequenzielle Titration eines Li-
ganden zu einer Substratlésung a) und die daraus resultierenden Bindungsiso-
therme b).
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2.1.4.4 Bindungsaffinitaten

Die Kalorimetrie ist eine Methode, mit der Bindungskonstanten be-
stimmt werden kdénnen, deshalb soll hier ein Uberblick Uber die
mittleren Assoziationskonstanten einiger Wirtsklassen aufgeflihrt
werden. Die Affinitatskonstanten verschiedener Wirtsklassen lassen
sich in mehrere Energiebereiche gruppieren. In die erste Gruppe
gehdren Komplexe von Cyclodextrinen, synthetischen Wirten in
H,O, katalytischen Antikérpern und Enzymen mit Substraten eben-
so Albumin mit organischen Molekllen die eine Dissoziations-
konstante von 107%* bis 10™*® M besitzen und daher als ,millimolare
Komplexbildner" bezeichnet werden. Zur zweiten Gruppe gehéren
Komplexe katalytischer Antikdrper mit Ubergangszustdnden, Anti-
kdrper mit kleinen organischen und Biomolekilen sowie Rezeptor-
Wirkstoff- und Enzym-Inhibitor-Komplexe mit einer Bindungs-
konstante von 107%® bis 10%® M. Die Enzym-Ubergangszustand-
Komplexe sind mit einer mittleren Affinitdtskonstante von 10%°**
M die starksten ,Komplexbildner" in dieser Gruppierung [Hou10].
Allerdings ist anzumerken, dass es experimentelle Grenzen flr die
Bestimmung von Bindungsaffinitaten gibt. So sind Stoffe mit ho-
hem Molekulargewicht oft schwer |6slich und entziehen sich daher
einer Untersuchung. Auf der anderen Seite sind Stoffe mit niedri-
gem Molekulargewicht wie z. B. Gase, flr die kleine Affinitaten er-
wartet werden, bisher kaum untersucht worden. Grundsatzlich sind
damit fur sehr kleine und sehr groBe Gastmolekile, bei denen mit
niedriger Affinitat gerechnet wird, nur wenige Daten vorhanden
[Kunl1].
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2.2 Ellipsometrie
2.2.1 Wechselwirkung von Licht und Medium

Licht ist eine elektromagnetische Transversalwelle, was bedeutet
dass die Welle senkrecht zur Ausbreitungsrichtung schwingt, wobei
fir jedes Photon die Richtung des Schwingens verschieden sein
kann. Diese Eigenschaft wird als Polarisation bezeichnet. Die
Transversalwelle wird durch den Wellenvektor, der in Ausbreitungs-
richtung zeigt, und den Amplitudenvektor, der senkrecht zum Wel-
lenvektor steht, beschrieben. Betrachtet man in einem dreidimen-
sionalen Raum zusatzlich die Rotation des Wellenvektors, so
kédnnen drei Polarisationsarten unterschieden werden, die durch
den Betrag und die Richtung des Amplitudenvektors beschrieben
werden kdénnen:

- Lineare Polarisation: Amplitudenvektor zeigt in eine feste
Richtung, Betrag und Vorzeichen der Welle andern sich bei
Auslenkung periodisch.

- Zirkulare Polarisation: Amplitudenvektor dreht sich um den
Wellenvektor mit voranschreitender Welle und andert den
Betrag dabei nicht.

- Elliptische Polarisation: Amplitudenvektor rotiert um den Wel-
lenvektor und andert seinen Betrag dabei periodisch.

Die elliptische Polarisation ist somit eine Uberlagerung von linearer
und zirkularer Polarisation.

Trifft nun linear oder zirkular polarisiertes Licht auf ein Medium, so
andert sich der Polarisationszustand des Lichtes bei Reflexion und
wird elliptisch polarisiert. Daher leitet sich der Name Ellipsometrie
ab.

Bei Auftreffen des Lichtes auf die Phasengrenze wird der Lichtstrahl
nicht nur reflektiert, sondern ein Teil dringt in das neue Medium
ein. Diese Phanomene an einer Phasengrenze kénnen durch den
komplexen Brechungsindex beschrieben werden:

i =n-ik (24)

Fir transparente Dielektrika ist k = 0 als Imaginarteil des Bre-
chungsindexes, wahrend k > 0 flr absorbierende Materialen ist. In
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Gleichung 25 ist der Zusammenhang von Imaginarteil k und Ab-
sorptionskoeffizienten « beschrieben:

A
k=-—a oder k- o (25)

T 47

dabei ist A die Wellenlange im Vakuum und i, die Wellenldange im
Medium m.

Die Reflexion und Transmission einer Wellenlange ist in Abbildung
3 gezeigt.

Einfalls- Reflexions-
winkel ¢,  winkel ¢

Medium ng

Medium n;y

Brechungs-
Winkel ¢,

I;

Abb. 3: Reflexion und Transmission eines Lichtstrahls an einer Grenzflache
zweier Medien mit Brechungsindex ny und nj.

Flr die Berechnung der Reflexions- und Transmissionskoeffizienten
muss der Polarisationszustand berlcksichtigt werden. Parallel (p)
polarisiertes eingestrahltes Licht ist auch nach der Reflexion paral-
lel polarisiert. Dies gilt ebenso flr das senkrecht (s) zur Einfalls-
ebene polarisierte Licht. Die Fresnelsche Gleichungen (26-29) be-
schreiben das Verhaltnis der reflektierten und transmittierten Amp-
litude zur Amplitude des einfallenden Lichtstrahles.

Flr die parallele Polarisation lauten die Gleichungen:

. E., _n cos@, —N, cos g,

p
E, Ncosg, +n,cosg

_ ‘rp\e”"’ (26)

E 2n, cos is
tp — tp — 0 ¢0 =|tp|e S (27)
E n, cosg, + N, cosg,
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Flr die senkrechte Polarisation lauten die Fresnelgleichungen:

_E,,  ngcosg, —n, cosg

rs

— =|r.|e"=
* E, N,cos@, +N cosg i (28)

t =B _ 2n, cos @, “It.Je
° E, n,cosd, +n cosd

0

(29)

S, Ors, O und s sind die Phasenverschiebungen der elektro-
magnetischen Welle und rp, rs, t, und ts stellen die Amplituden-
verhaltnisse dar. Durch den Reflexions- bzw. Transmissionsgrad
(Gl. 30 und 31) wird der Anteil des Lichtes beschrieben, der reflek-
tiert oder transmittiert wird:

Ry :‘rp‘z und R; :‘rs‘z (30)
n,cosg, | |2 n,cosg, . 2
T, =——"L|t | und T, = 1"
" n, cos¢0‘ p‘ *  n,cosg, ‘ S‘ (31)

Fir den Fall einer Luft/SiO,-Grenzflache ist in Abbildung 4 der Re-
flexionsgrad in Abhangigkeit des Einfallswinkels des Lichtstrahls bei
einer Wellenldange dargestellt.

100

80

60 -

40 A

Reflexionsgrad [%]

20 A

Einfallswinkel [°]

Abb. 4: Reflexionsgrad flr das parallel (R,) und senkrecht (Rs) polarisierte Licht.

Es handelt sich hierbei um ein nicht absorbierendes System, des-
sen Reflexionsgrad flr das senkrecht polarisierte Licht von kleinem
zu groéBerem Einfallswinkel hin ansteigt und seinen Maximalwert
von 100% bei einem Winkel von 90° erreicht. Der Reflexionsgrad
des parallel polarisierten Lichtes hingegen erreicht bei einem
Winkel von 60° zuerst einen Minimalwert bei R, = 0, bevor es
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ebenfalls den Maximalwert von 100% bei einem Winkel von 90°
erreicht. Das Minimum beim Winkel von 60° wird als Brewster-
Winkel bezeichnet. Das reflektierte Licht ist dabei vollstandig
polarisiert und es gilt:

n
tan gy =—- (32)
n2
Der Kurvenverlauf ist flir absorbierende Stoffe ahnlich, allerdings
sinkt der Reflektionsgrad des p-polarisierten Lichtstrahls nicht auf
null.

In Abbildung 5 ist die Phasenverschiebung des senkrecht und
parallel polarisierten Lichtstrahls bei Reflexion an einer Grenzflache
von optisch dinnerem zu optisch dichterem Material gezeigt.

10
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(o]
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=
~~ 180 65

B
T T T T T T T T T
0 20 40 60 80

Einfallswinkel [°]

Abb. 5: Phasenverschiebung von p- und s-polarisiertem Licht in Abhangigkeit des
Einfallswinkels.

2.2.2 Dispersion

Als Dispersion wird die Wellenabhangigkeit des Brechungsindexes
N bezeichnet. Die Sellmeier-Gleichung (GIl. 33) beschreibt in der
Optik die Abhangigkeit der Brechzahl n eines Mediums von der
Wellenléange des Lichtes.

BA B, B
2 + 2 + 2
i#-C, A#-C, ¥-C,

n>(A) =1+ (33)
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Daneben existiert eine einfachere Formulierung, die durch die
Gleichung nach Cauchy (Gl. 34) beschrieben wird. Diese wird hau-
fig verwendet und stellt eine nitzliche Parametrisierung flir den
spektralen Verlauf des Brechungsindexes dar [Ber12]. AuBerdem
kann diese Form von Gleichung auch fir den Imaginarteil k des
komplexen Brechungsindexes (Gl. 35) verwendet werden [Tom13]:

— a B C
(1) = ;TI'_A+_+A_4 (34)
=, b, F G
k(l):ZT_E_i_?JF? (35)
1=0

Dabei ist A > Ao mit Ao als Absorptionswellenlange fir die normale
Dispersion.

Oftmalig handelt es sich bei den zu untersuchenden Materialen
nicht um reine Phasen, sondern um Gemische oder verunreinigte
Substanzen. Durch die Approximation effektiver Medien (EMA) be-
steht die Mdglichkeit, die physikalischen Konstanten der hetero-
genen Phasen aus den physikalischen Konstanten der homogenen
Phasen zu bestimmen. Die allgemeine Form (Gl. 36) Ilautet
[Aspl4]:

&£—¢&, _ & — &, &, —&

= f, +f, —+ f,
e+2¢, & +2¢, &, —2¢, &, +2¢,

&3 =&y

+... (36)

FUr spezielle Annahmen des zu untersuchenden Mediums kénnen
weitere Approximationen formuliert werden wie Lorenz-Lorenz,
Maxwell-Garnett- und die Bruggemann-Medien-Approximation, die
formell alle auf Gleichung 36 aufbauen.

Die Ellipsometrie ist also ein optisches Messverfahren der Material-
forschung, das zur Bestimmung des Real- und Imaginarteils der
dielektrischen Funktion und/oder der Schichtdicke dinner Filme
eingesetzt wird. Das Grundprinzip des Verfahrens besteht darin,
dass sich der Polarisationszustand von Licht bei Reflexion (oder
Transmission) an der optischen Schichtdicke einer Probe andert.
Dabei wird das linear oder zirkular polarisierte Licht nach Reflektion
elliptisch polarisiert. Mit diesem Messverfahren werden die soge-
nannten ellipsometrischen Winkel ¥ und A, bzw. tan¥ und cosA
gemessen. Die Anderung des Polarisationszustandes kann dabei
durch das komplexe Verhaltnis p der Fresnel-Reflexions-
koeffizienten beschrieben werden:
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pz%:tan‘Pexp(iA) (37)

S

dabei ist die Phasendifferenz A durch die Differenz der Phasen-
verschiebungen 3§, die sich aus den parallel und senkrecht
polarisierten Komponenten des Lichtes vor 6, =¢, —¢,und nach der

Reflexion &, = ¢, — ¢, ergeben, gegeben:
A=6,-95, (38)

Der Amplitudenquotient der parallel und senkrecht zur Einfallsebe-
ne orientierten elektromagnetischen Strahlung nach der Reflexion
ist:

R
R

o (39)

S ‘

tan ¥ =

Die Verknlpfung zwischen experimentell ermittelten Werten und
den physikalisch interessanten GréBen, Schichtdicke d und komple-
xer Brechzahl n, stellt dabei Gleichung (39) dar.

Mit diesen ellipsometrischen Messungen kénnen aber maximal zwei
unbekannte GréBen bestimmt werden. Bei gréBerer Anzahl unbe-
kannter GroéBen als zwei miuissen entsprechen mehr ¥- und A-
Werte zur Ermittlung herangezogen werden. Es stehen folgende
Méglichkeiten daflir zur Verfligung:

- Fester Winkel und spektroskopische Messung (spectroscopic
ellipsometrie, SE).

- Monochromatische Lichtquelle und variierende Winkel (va-
riable angle spectroscopy, VAE).

- Winkel und Wellenlange werden geandert (variable angle
spectroscopic ellipsometrie, VASE).
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2.3 Untersuchte Systeme
2.3.1 Untersuchte Polymersysteme
2.3.1.1 Polydimethylsiloxan (PDMS)

PDMS (Abb. 6) ist ein Standardpolymer das unter anderem in der
Gaschromatographie als stationdre Phase verwendet wird. Es ist
ein Material mit besonderen chemischen und physikalischen Eigen-
schaften [Haul5], dessen Gebrauch z. B. in der Fluidik zur Anwen-
dung kommt. Charakteristisch flir dieses Polymer ist seine Bestan-
digkeit gegenuber vielen Losungsmitteln ebenso wie seine Elastizi-
tat, optische Durchsichtigkeit, flexible Oberflachenchemie, niedrige
Durchdringbarkeit fur Wasser und niedriges elektrisches Leitver-
mdgen [Ngl16]. Bei Raumtemperatur liegt PDMS praktisch im
amorphen, gummiartigen Zustand vor, was die Diffusion der Analy-
ten in bzw. aus der sensitiven Schicht erleichtert und somit die
Gleichgewichtseinstellung beschleunigt. Insbesondere der reversib-
le Quelleffekt gegeniber verschiedenen Lésungsmitteln wird in der
Sensorik zur Erkennung von Umweltschadstoffen eingesetzt
[Zhol17]. Ausfuhrliche Beschreibungen des Polymers sind unter
folgenden Literaturen zu finden [Ark18, Zim19, May20, Rd&s21,
Zho22, Abu23].

ASNLININ
R R/ I\R R/ \R

Abb. 6: Polydimethylsiloxan-Grundgerist mit der charakteristischen Si-O-Si-
Kette. R kann dabei ein beliebiger organischer Rest sein.

2.3.1.2 Resorcin[4]aren-PDMS-System

Um die Selektivitat eines Polysiloxan-Systems zu erhéhen, besteht
die Maoglichkeit einer Anbindung oder Einbindung von supra-
molekularen Erkennungsstrukturen. In der Gaschromatographie
(GC) werden solche Anbindungen an Polysiloxane als Trager-
material angewendet. Genauer untersucht wurde in der vorliegen-
den Arbeit das Resorcin[4]aren-PDMS-Systems, dessen Grundbau-
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stein aus vier Resorcineinheiten besteht, die in ortho-Stellung zu
den Hydroxylgruppen uber Alkylmethylengruppen verbrickt sind
[Rud24]. Das Resorcin[4]aren gehoért zu den Calixarenen (lat.
Vase), einer Gruppe von organischen Makromolekilen [Oci25]. In
Abbildung 7 ist das Resorcin[4]aren-System dargestellt. Die
Struktur dieser achiralen supramolekularen Erkennungsstruktur
ahnelt einem vasenartigen Gefal3, die zu Einlagerung von Molek(-
len dienen kann und damit ein weites Anwendungsfeld bietet
[Nop26, Gut28].

Abb. 7: Struktur des Resorcin[4]aren mit A als achiralem Selektorteil.

Wahrend in vorangegangenen Arbeiten die Calixaren-Systeme ent-
weder direkt auf Tragermaterialen durch kovalente bzw. adsorptive
Anbindung oder Uber Membrane gebracht wurden [Gut25], wird im
Gegensatz dazu in dieser Arbeit das Calix[4]aren kovalent in das
oben beschriebene Polydimethylsiloxan (PDMS) eingebunden.

Kovalente Anbindung

Die Synthese des Resorcin[4]aren-PDMS-Systems erfolgte durch
eine Platin-katalysierte Hydrosilylierungsreaktion. Das Polymer wird
dabei durch eine reaktive Si-H-Gruppierung an ein divinylisiertes
Siloxan durch Hilfe eines Pt-Katalysators addiert [Vol26, Noll27,
Kri28]. Diese Synthese kann auch daflir genutzt werden, um
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funktionelle Gruppen in das Polymer mit einzubinden, die ebenfalls
endstandige Doppelbindungen besitzen. Diese Methode ist in der
folgenden Abbildung 8 dargestellt. Grau unterlegt sind die reagie-
renden Atomgruppen. Eine ausfihrliche Charakterisierung und Dis-
kussion des mit dieser Methode dargestellten Resorcin[4]aren-
PDMS-System ist im Kapitel 4.1.2 zu finden.

R O- C\H3 1 R
\ ol |
AN
R— Si/ A ~gi—R
/ \
R R
_ m Pt-Katalysator
+ —— . >
(CH,); (CHa); Si-H-Insertion
CI—\I3 O C\I‘I3 CH3
@s/ \Si/ \Si
/ \ \\Q)
cH; L CHs | cq,

Abb. 8: Hydrosilylierungsvariante fir den Einbau funktioneller Gruppen in das
PDMS-Grundgerust.

2.3.1.3 Molekular gepragte Polymere (MIP)

Ein weiteres Polymer-System, das untersucht wurde, war ein soge-
nanntes ,Molecularly Imprinted Polymer (MIP)", das ebenfalls als
sensitive Schicht in der optischen Sensorik genutzt wird [Nop26,
Bel33]. Dieses Polymer-System verfligt Uber spezielle Eigenschaf-
ten und findet Verwendung in der Festphasenextraktion und als
Immunoassay. Es handelt sich bei den MIPs um robuste bzw. starre
Polymere, die mit Poren durchsetzt sind und die flr die Erkennung
einer Vielzahl von Zielmolekllen strukturiert werden kénnen. Sie
weisen antikdrperahnliche Affinitaten und Selektivitdten auf und
besitzen aufgrund der Robust- und Starrheit des Polymergerists
eine hohe Stabilitat im Vergleich zu biologischen Erkennungsstruk-
turen. Molekular gepragte Polymere werden durch die Anwesenheit
von Gastmolekllen (Templaten) hergestellt. Durch dieses Gastmo-
lekll werden die gewahlten funktionalen Monomere wie gewlinscht
ausgerichtet und erst danach durch eine Copolymerisation starr
miteinander verknlpft. Nach Entfernen des Templates erhalt man
quervernetzte Polymere mit Bindungstaschen, deren Anordnung im
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Polymer von den Gastmolekllen vorgegeben worden ist. Auf diese
Art und Weise lassen sich hochspezifische Rezeptoren mit speziell
gewahlten funktionellen Gruppen in bestimmter Form und Anord-
nung, klnstlich und einfach herstellen. Fir die Anordnung der
funktionellen Monomere im Templat gibt es zwei Mdglichkeiten,
einmal das kovalente Pragen und das nicht-kovalente Pragen. Eine
ausflhrliche Beschreibung lUber die Thematik Molekular gepragter
Polymere ist in [Inf30, Wul31, Hau32] zu finden. Flr die in dieser
Arbeit verwendeten MIPs wurde die Variante des nicht-kovalenten
Pragens gewahlt (Abb. 9) [Bel33]. Als funktionelles Monomer wur-
de MAA (Methacrylsaure) und als Copolymere flr die Polymerisati-
on EGDMA (Ethylenglycoldimethacrylat) und TRIM (Trimethylpro-
pan-trimethylacrylat) verwendet. Als Referenzmaterial dienten un-
gepragte MIPs, die sich von den gepragten MIPs lediglich durch das
Fehlen des Templates unterschieden. Die Synthese der ungeprag-
ten MIPs erfolgt auf dieselbe Weise wie bei den gepragten MIPs.

- ionische Wechselwirkung
oder H-Briicken-Bildung

f'? o

Polymerisation

Extraktion

Abb. 9: Graphische Darstellung des nicht-kovalenten Préagens. T = Templat oder
Gastmolekul.
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2.3.1.4 Quellung von Polymeren

Bringt man ein Polymer in Kontakt mit einem L&sungsmittel,
kommt es bis zur Einstellung eines Gleichgewichts zu einer Dif-
fusion von Molekilen in das Innere des Polymers. Das Polymer
quillt dadurch und das Netzwerk wird gestreckt. Dabei andern sich
die physikalischen Parameter wie Schichtdicke (d), Masse (m) und
der Brechungsindex (n) [Zho34, Hau35, Spa36]. In Abbildung 10
ist die Quellung eines Polymers durch einen Analyten schematisch
dargestellt. Der Effekt der Polymerquellung kann also durch einen
Materietransport der Analytmolekilile aus dem Umgebungsmedium
in das Polymer beschrieben werden. Die Konzentration der Analyt-
molekile andert sich dabei standig bis ein Gleichgewichtszustand
erreicht ist. Die Beschreibung eines solchen Diffusionsvorgangs er-
folgt Gber das zweite Fick’'sche Gesetz [Bra37]:

oc o’c

— | =D- 40

(%)) ()
Aus der Differentialgleichung (40) ergibt sich damit die Abhangig-
keit der Konzentration im Polymerfilm von Ort und Zeit. Dieser
Quelleffekt von Polymeren wird in der Analytik fir den Nachweis

von organischen Verbindungen in Abwasser oder Luft genutzt
[Kra38].
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Abb.10: Polymerquellung unter Einfluss von Losungsmittelmolekilen.

Die Quellung des Polymers hangt dabei unter anderem vom
Vernetzungsgrad des jeweiligen Polymers ab. Bei steigender Ver-
netzung des Polymers, zeigt sich, dass die Quelleigenschaft ab-
nimmt [Eli39]. Bei nicht vernetzten Polymeren kann es dagegen
mit konzentrierten Ldsungsmitteln zur Auflésung des Polymers
kommen [Heh40]. Die Zunahme des Polymervolumens durch die
Aufnahme von Lésungsmittelmolekilen wird als Sorption be-
zeichnet. Man findet in der Literatur [Nay41] verschiedene Typen
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fur das Sorptionsverhalten von Analytmolekilen in Polymeren. Die
wichtigsten flr diese Arbeit werden folgend kurz eingefihrt:

Sorption nach Langmuir

Anhand dieses Modells werden Sorptionsvorgange beschrieben, die
zu einer Sattigung fuhren. Dieses Verhalten wird beobachtet, wenn
das Polymer nur eine begrenzte Anzahl von Poren oder Bindungs-
stellen besitzt, welche durch die Analytmoleklile besetzt werden
kdénnen. Die Sorption nach Langmuir wird durch die folgende Glei-
chung beschrieben:

3 c'-b- p

c= 41
1+b-p (41)

¢ entspricht der Konzentration an sorbiertem Ldsungsmittel, ¢’ ist
die Sattigungskonzentration, p der eingestellte Partialdruck und b

ist die Affinitatskonstante.
Sorption nach Henry

In diesem Fall der Sorption ergibt sich ein linearer Zusammenhang
zwischen der sorbierten Stoffmenge ¢ im Polymer und dem Partial-
druck p des Lésungsmittels mit der Proportionalitatskonstanten S,

bei der es sich um einen Loslichkeitskoeffizienten handelt.
c=3S-p (42)

Dieses Sorptionsverhalten wird beobachtet, wenn die Wechselwir-
kungskrafte zwischen Lésungsmittel/Polymer und L&sungsmit-
tel/L6sungsmittel geringer sind als zwischen Polymer/Polymer.

Sorption nach Flory-Huggins

Dieses Sorptionsmodell wird beobachtet, wenn die Wechselwir-
kungskrafte zwischen Lésungsmittel/Lésungsmittel stark gegentber
den Kraften zwischen Lésungsmittel/Polymer sind. Folgende Glei-
chung lasst sich fir unpolare Systeme formulieren:

lnp£=1n¢1+(l—¢1)+z(l—¢1)2 (43)

C

Das System wird dabei Uber den Dampfdruck p., den Volumen-

bruch des Losungsmittels im Polymer ¢, den Dampfdruck des
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Loésungsmittels P und Uber den Flory-Huggins Wechselwirkungs-

parameter y beschrieben. Der Ldslichkeitskoeffizient nimmt dabei
mit zunehmendem Partialdruck zu.

In Abbildung 11 ist die Abhangigkeit an sorbierter Stoffmenge vom
Partialdruck des Losungsmittels, fir die oben genannten Sorpti-
onsmodelle, schematisch dargestellt.

I

sorbierte Stoffmenge

L L |

Partialdruck des Losemittels

Abb.11: Schematische Darstellung des Sorptionsverhaltens nach Langmuir (I),
Henry (II), Flory-Huggins (III).
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2.4 Untersuchte biochemische Systeme

2.4.1 Progesteron Immunoassay

Das Progesteron (Gelbkérperhormon) ist das weibliche Sexualhor-
mon (Abb. 12 a)) aus der Wirkungsgruppe der Gestagene. Es wird
bei Frauen und Mannern in geringen Mengen in der Nebennieren-
rinde synthetisiert. In groBeren Mengen kommt es bei der Frau in
der zweiten Phase des Menstruationszyklus und vor allem in der
Schwangerschaft vor.

Abb. 12: Verwendetes Progesteronderivat in Kapitel 4.2.2 a) und Cholesterin b).

Im Korper des Menschen wird das Progesteron aus Cholesterin
(Abb. 12 b)) synthetisiert. Es ist ein C,;-Steriod Pregnan.

2.4.2 PSA Immunoassay

PSA ist die Abklrzung flr prostataspezifisches Antigen. Das PSA ist
ein EiweiBstoff (Glykoprotein) von 34 kDalton, welches in der Vor-
steherdrise des Mannes (Prostata) produziert wird. Die Bildung des
Proteins wird von den Androgenen kontrolliert. Die Halbwertszeit
des freien PSA betragt im Koérper 2-3 Stunden, wahrend das ge-
bundene PSA eine Halbwertszeit von 48-72 Stunden hat. In der
Urologie gehért das PSA mittlerweile zum wichtigsten Gewebemar-
ker bei der Untersuchung von Prostatakrebs.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Schichtdickenanderung bei Auf-
bringen des PSA-Antigens und des PSA-Antikérpers auf Silizium-
Wafer untersucht werden und diente zur Charakterisierung eines
PSA Immunoassays [Kap74].
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2.4.3 Perfluorierte Verbindungen und Lipide

Im Rahmen des von der EU geférderten Projektes BBMO (Biosen-
sorsysteme basierend auf molekularer Organisation) stand die
Grundentwicklung von Biosensoren, die spater einmal anstatt von
Tierversuchen in wissenschaftlichen Laboren zum Einsatz kommen
sollten, im Mittelpunkt. Die sensitiven Bioschichten sollten dabei
speziell fir die Untersuchung von perfluorierten Verbindungen wie
Perfluoroctansulfonsaure (PFOS) und Perfluoroactansaure (PFOA)
eingesetzt werden.

Membranlipide

Die Bioschichten sollten dabei aus Membranlipiden wie den Phos-
pholipiden bestehen. Der wichtigste Bestandteil der Biomembrane
ist ihre Lipiddoppelschicht, speziell bei den Phospholipiden sind es
phosphorhaltige Lipide (griechisch: lipos ,Fett"). Die Lipide setzen
sich dabei aus zwei hydrophoben Kohlenwasserstoffketten und ei-
nem hydrophilen Kopfteil zusammen (Abb. 13), und sind somit
amphiphil. Der Aufbau der Phosholipide lasst sich in zwei Gruppen,
Phosphoglyceride und Sphingomyelin, unterteilen.

Hydrophiler
Kopfteil

Hydrophober
Teil

Abb. 13: Skizze eines Phospholipids mit hydrophilem und hydrophobem Teil.

In dieser Arbeit wurden speziell die zwei Phospholipide DMPE (1,2-
dimyristoyl-sn-glyzerol-phosphatidylethanolamin) und DPPC (Di-
palmitoyl-phosphatidylcholin) untersucht. Die polaren funktionellen
Gruppen der beiden Phospholipide sind in Abbildung 14 dargestellt.
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Abb. 14: Abgebildet ist die funktionelle Gruppe des Cholins (DPPC) a) und die
des Ethanolamins (DMPE) b).

Perfluorierte Tenside

PFOS gehort zu den perfluorierten Tensiden (Abb. 15). Die beson-
deren Eigenschaften des PFOS liegen darin, dass der perfluorierte
Teil des Moleklls sowohl hydrophob als auch lipophob ist, wahrend
der polare Teil hydrophil ist. PFOS dient in der Industrie aufgrund
seiner Eigenschaften hauptsachlich dazu, Materialen, wie zum Bei-
spiel Teppiche, Textilien und Papier wasser-, 6l- und fettabweisend
zu machen. Aufgrund der Umweltpersistenz, und Anreicherung in
der Umwelt und in der Nahrungskette von Lebewesen wird PFOS
als giftig eingestuft.

m——T
m—T
m———T
m—T
m—7
m——T
m—7

Abb. 15: Struktur des PFOS (CgHF,03S)

PFOA ist eine perfluorierte Alkylcarbonsaure und gehdrt zu den
perfluorierten Carbonsdauren innerhalb der perfluorierten Tenside
(Abb. 16). Das PFOA wird vor allem bei der Herstellung von Poly-
meren wie Teflon oder als fett- und wasserabweisende Beschich-
tung bei Karton- und Papierwaren eingesetzt. Ebenso wie das PFOS
ist PFOA in der Umwelt persistent und bioakkumulativ.

Erst vor kurzen wurden hohe PFOS- und PFOA-Werte in Flissen wie
Rhein und Ruhr nachgewiesen, die von dort ins Grundwasser ge-
langten [Sku42].
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Abb. 16: Struktur des PFOA (CgHF;50;)

2.4.4 SV40 VP1 und GM1
Affenvirus 40

Das Virus allgemein (lat. Virus, Gift) ist ein intrazellularer Parasit in
Zellen von Lebewesen. Viren sind kleinste Krankheitserreger, die
aber keinen eigenen Stoffwechsel besitzen und somit nicht fahig
sind sich selbst zu vermehren. Dafur brauchen sie die Zelle eines
sogenannten Wirtes (eines Lebewesens). Das Virus enthalt als Erb-
substanz entweder Desoxyribonukleinsdure (DNA) oder Ribonuk-
leinsdure (RNA), die in die Wirtszelle eingeschleust und damit ge-
zwungen werden, neue Viren zu produzieren [Onm43].

Das SV40 Virus gehoért zu einer der am haufigsten untersuchten
Viren. SV40 ist die Abklrzung fur “Simian vacuolating virus 40"
und ist ein Poliomavirus, das zur Familie der Papovaviridae gehort.
Poliomaviren sind kleine nicht umhullte DNA-Viren. Im Jahre 1960
wurde das SV40 erstmals aus Affennierenzellen isoliert. Es wurde
voraussichtlich Millionen von Menschen durch SV40-kontaminierten
Kinderldahmungs-Impfstoff (Polio-Impfung) verabreicht, bevor es
mit der PCR-Methode zuverldssig nachgewiesen werden konnte.
Bisher sind beim Menschen direkt keine Krankheiten verursacht
durch das SV40 bekannt, allerdings kdnnte es mdglicherweise bei
der Entstehung von Tumoren mitwirken. Bei Tieren verursacht
SV40 nachgewiesen eine Vielzahl von Tumoren [Kur43].

Das SV40 besteht aus einer ikosaedrischen Proteinhtlle mit einem
Durchmesser von 45 nm, welche aus drei viralen Strukturproteine
VP1, VP2 und VP3 aufgebaut ist. Wahrend VP1 das Hauptprotein
ist, kommen die Proteine VP2 und VP3 nur in geringen Mengen vor.
Es handelt sich um ein sogenanntes “nacktes™ Virus, dessen Pro-
teinhllle die auBere Schicht darstellt, welche auch die antigenen
Eigenschaften des Virus bestimmt. Umhillte Viren besitzen zusatz-
lich eine Membran auf der Proteinhdille. [Che44, Neu45]
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Struktur von GM1 Gangliosid Rezeptor

Die Ganglioside sind Uber ihren Lipidanteil in der Zellmembran ver-
ankert und gehoéren zu der Gruppe der Glykosphingolipide mit ei-
ner oder mehreren Sialinsauren. Das Hauptvorkommen der Gang-
lioside ist das Nervensystem, in dem eine groBe Anzahl an ver-
schiedenen Gangliosiden angereichert ist. Die Mehrheit befindet
sich dabei in der grauen Substanz des Gehirns. AuBer der physiolo-
gischen Funktion, ist der GM1-Rezeptor auch die Bindungsstelle flr
das Cholera-Toxin. Der GM1-Ligand, beinhaltet finf Kohlenhydrat-
Reste. Die Form des GM1-Rezeptors ahnelt einem Ypsilon (Abb.
17), dabei bildet das Gal-(B1-4)-Glc den Stamm des Gerilsts und
NeuNAc (a-5-N-Acetyl-Neuraminsaure) und Gal-(B1-3)-GalNAc die
beiden Verzweigungen. Verknlpft werden die Komponenten dabei
wie folgt: Gal-(B1,3)-GalNAc-(B81,4)-[NeuNAc-(a2,3)]-Gal-(B1-4)-
Glc. Wahrend das GM1 des Affen ein terminales a-5-N-Glycolyl-
Neuraminsaure (NeuNGc) enthalt, besitzt das menschliche GM1 an
derselben Stelle die o-5-N-Acetyl-Neuraminsaure. Beide GM1-
Varianten kdnnen als Rezeptor fir das SV40 fungieren, wobei die
Prasenz von NeuNGc die Bindung an GM1 erhéht [Cam46].

GalNAc

R1-4 a2-3

Glc

Abb. 17: Schematische Darstellung des GM1-Rezeptors.
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SV40 VP1-GM1 Komplex

Die Kristallstruktur des VP1-Pentamers zeigt im Komplex mit dem
GM1-Rezeptor, dass VP1 mit einer taschenférmigen Struktur an der
OberflachenauBenkante des Kapsids an den Oligosaccharidteil des
Gangliosids bindet (Abb. 18) [Ste47, Ste48, Ste49]. Die Oberflache
des VP1-Hauptproteins besteht in diesem Bereich aus verbundenen
B-Strangen mit einer B- und C- (BC-Schleife), D- und E- (DE-
Schleife) und schlieBlich aus einer H- und I- (HI-Schleife) Schleife,
(Abb. 18 vergroBert) [Lid51, Ste50]. Die Struktur wurde bei einer
Auflésung von 2.25 A bestimmt.

*Abb. 18: Struktur des SV40 VP1-GM1 Komplexes (oben). Im unteren Teil ist
vergroBert die Bindung des GM1 (orange Stabe) an das VP1 (blaue und graue
Bander) dargestellt. (* siehe Abbildungsverzeichnis)
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2.4.5 Ubiquitin

Ubiquitin (Abb. 19) ist ein kleines hitzebestandiges Protein, das all-
gegenwartig (ubiquitar) in eukaryotischen Zellen vorkommt. Es be-
steht aus 76 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 8,5 kDa
und hat eine globulare Struktur. Es wird nur langsam proteolytisch
abgebaut. Das Ubiquitin ist ein starres Molekul, nur die funktionel-
len Reste des C-Terminus mit dem Glycin und dem Lycin der Ami-
nosaurekette treten flexibel hervor. Durch kovalente Bindung von
Ubiquitin an ein Protein wird dieses Protein zum Abbau im Protea-
som markiert. Durch weitere Anbindung von Ubiquitin (Ubiquitiny-
lierung) wird das markierte Protein schlieBlich abgebaut. Das Glycin
dient dabei der Anbindung an das abzubauende Protein. Uber das
Lysin kdnnen mehrere Ubiquitinmoleklle binden [Kum52, Fin53].
Das Ubiquitin des Menschen unterscheidet sich dabei von dem der
Hefepilze nur um 3 Aminosdauren, zudem ist mittlerweile bekannt,
dass Ubiquitin mit mehr als 1000 Enzymen interagiert und damit
eine bedeutende Rolle in der Zelle spielt [May55, Gli56].

#Abb. 19: Darstellung von humanem Ubiquitin, das iber 5 B-Faltblatter (ocker-
farbig) und 2 a-Helices (magentafarbig) verfligt. Der C-Terminus, mit 2 Glycinen
in blauer Farbe gezeigt, wird an andere Proteine geknipft. Die 5 Faltblatter und
die langere Helix bilden eine Struktur, die einem Fass &hnelt. (* siehe Abbil-
dungsverzeichnis)

Es werden Proteine markiert, die fehlerhaft synthetisiert wurden,
so dass der Abbau der Entsorgung von defekten und ,alten®™ Ami-
nosauren dient. Die bisher erzeugten Antikdrper gegen Ubiquitin
besitzen nur eine geringe Affinitat im mittleren mikromolaren Be-
reich. Mit diesen markierten Antikdrpern ist es nicht mdglich, Ubi-
quitin ausreichend quantitativ zu bestimmen und damit Informatio-
nen Uber den Ubiquitinylierungsstatus zu beziehen [Rot54]. In allen
Lebewesen wird der Proteinabbau und die Proteinhomdostase durch
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das Ubiquitin geregelt und bei der Entwicklung degenerativer
Krankheiten wie Formen von Alzheimer, dem Huntington-Syndrom
oder Parkinson eine wichtige Rolle zugeordnet. Eine Beteiligung von
Ubiquitin wird bei allen Krankheiten, bei denen die Proteinhomdos-
tase nicht richtig funktioniert, angenommen [Col57-Wad64].

Aus diesem Grund sind Ubiquitinbinder mit hoher Affinitat flr die
Forschung und flr die Diagnostik von hohem wissenschaftlichem
und wirtschaftlichem Interesse.

2.4.6 Kooperativitat

Die Kooperativitat von biochemischen Systemen charakterisiert die
Funktion von Carrier-Proteinen, darunter befinden sich Rezeptoren
und Enzyme, die aus mehreren Untereinheiten (oligomere Proteine)
bestehen. Das Phanomen der Kooperativitat ist kinetisch gesehen
sehr komplex. Besteht zwischen Untereinheiten eine Wechsel-
wirkung, und zwar derart, dass die Bindung eines Substratmolekiils
eine Konformationsdnderung in den Untereinheiten induziert und
diese Anderung auf benachbarten Untereinheiten (ibertragen wird,
bezeichnet man dies als Kooperativitat. Man unterscheidet
zwischen positiver und negativer Kooperativitat. Positive Koopera-
tivitat liegt vor, wenn die Untereinheiten so zusammenwirken, dass
durch die Bindung des ersten Substratmolekils die Bindung weitere
Molekile beglnstigt und die Affinitat eines Proteins bzw. Enzyms
erhoht wird. Hemmt die Bindung des ersten Substratmolektls die
Bindung der weiteren Moleklle, spricht man von negativer Ko-
operativitat. Die positive kooperative Bindung von Proteinen folgt,
in einem V/S-Diagramm (enzymatische Umsatzgeschwindigkeit v
(Y-Achse) als Funktion der Substratkonzentration [S] (X-Achse))
einem sigmoiden Kurvenverlauf [Che44, Lut65, Wik66, Bis67].



Isothermes Titrations-Kalorimeter 39

3. Material und Methoden

3.1 Gerateaufbau und Messverfahren
3.1.1 Verwendete Kalorimeter und Arbeitsweise:

In dieser Arbeit wurde das Mikrokalorimeter “Thermal Activity
Monitor (TAM 2277)" der Firma TA Instruments (friher Thermo-
metric AB, Schweden) verwendet. Es handelt sich um ein Gerat in
Zwillingsbauweise mit Probenzelle und Referenzzelle vom Typ
2277-201 und arbeitet im isoperibolen Betrieb, welcher sich zur
Untersuchung von exothermen und endothermen Prozessen eignet,
die im Temperaturbereich zwischen 275-368 K ablaufen.
Reaktionen verursachen in der Messzelle (Abb. 18) einen Warme-
fluss zwischen der Probe und dem auBeren Warmebad. Dies hat
eine Temperaturdifferenz AT zur Folge. Da die Warmeleitung aus-
schlieBlich Uber die Halbleiterthermoelemente (Peltier-Elemente,
Abb. 20) stattfindet, ist die quantitative Bestimmung der ausge-
tauschten Leistung P(t) Uber die generierte Spannung U(t) in den
Halbleitern gegeben. Aus dem Integral des Spannungs-Zeit-Signals
wird dann die ausgetauschte Warmemenge AQ bestimmt. ¢ ist eine
systemspezifische Kalibrierkonstante.

p_dQ __ du (44)
dt dt
AQ =[P d®)=¢[U d(t) (45)
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Abb.20: Halbleiterthermophile (Peltier-Elemente).
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Die generierte Spannung U ist dabei proportional zur Temperatur-
differenz AT und dem Seebeck-Koeffizienten (Thermokraft des
Metalls) g, dessen Einheit V/K ist:

U=gAT =g(T,-T,) (46)

Zusatzlich muss eine Zeitverzégerung, zwischen Warmeaufnahme
bzw. -abgabe und der Warmemessung Uber die Thermophile, be-
ricksichtigt werden.

dQ dT

—=k(T,-T,)+C—

ot (o =Ty) + o (47)
k mit der Einheit W/K ist dabei der Warmelibergangskoeffizient. C
ist die Warmekapazitat der Probe und des ProbengefaBes. C.dT/dt
reprasentiert damit die Warmeanderung (bzw. Warmeanreiche-
rung) im ProbengefalB wahrend einer Reaktion. Aus

u
T —Ty)=— (48)
g
ergibt sich damit d_QZEU +9d_U
d g g dt
bzw. d_Q=£(U +Ed_UJ (49)
dt g k dt

Folgend kann nun definiert werden:

e = g als systemspezifische Kalibrierkonstante und t = % als Zeit-

konstante des Gerates. Durch Einsetzen dieser beiden Konstanten
in Gleichung (49) erhalt man die Tian-Gleichung (50):

d—Q=g(U+Td—Uj (50)
dt dt

Die Einheit von ¢ ist W/V und liegt Ublicherweise zwischen 2-6 W/V,
wahrend die Zeitkonstante die Einheit 1/s besitzt. Diese kann fur
ein Gerat mit einem Volumen von 5 mL ungefahr 0.01 1/s betragen
[Gaio0].
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Abb. 21: Messzylinder a) und b) Mess- bzw. Referenzzelle

In Abbildung 21a) ist der Messzylinder des Kalorimeters TAM 2277
gezeigt. Dieser Zylinder taucht in ein sehr genau thermostatisiertes
Warmebad ein und enthdlt zwei identische MessgefdaBe, in denen
verschiedene Messzellen eingesetzt werden kdénnen. In Abb. 21b)
ist eine solche Messzelle abgebildet, an deren rechter Seite sich
eine Kapillare befindet, durch die z. B. ein Ligand in die Zelle titriert
werden kann. In einer der beiden MessgefalBe findet der zu unter-
suchende Prozess statt, wahrend sich im zweiten Messgefal3 ein
inertes Material befindet und es so als ReferenzgefalB3 dient. Findet
in der Messzelle ein chemischer oder biochemischer Prozess statt,
so wird ein Warmefluss zwischen dem duBeren Warmebad
(Warmesenke) und der Messzelle verursacht. Die dadurch entstan-
dene Temperaturdifferenz zwischen Warmebad und Messzelle wird,
mit einer hohen Empfindlichkeit, durch elektrische Spannung von
thermophilen Elementen (Peltier Elemente) gemessen.
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3.1.1.1 Empfindlichkeit

Die Empfindlichkeit Sg eines Kalorimeters ist gegeben durch die er-
zeugte Spannung pro Warmemenge:

o _AU

E_E (51)

Dies bedeutet also, dass die Empfindlichkeit des Gerates von der
Warmeaufnahmefahigkeit des ProbengefaBes abhangt, da der Wert
der Spannung U von der Temperaturdifferenz zu den Thermo-
elementen abhangt. Je kleiner die Warmeaufnahmefahigkeit, desto
groBer ist AT und somit AU und Se.

3.1.1.2 Kalibrierung
Elektrische Kalibrierung

Durch die elektrische Kalibrierung des Gerates wird eine Proportio-
nalitatskonstante, die sogenannte Kalibrierkonstante ¢, bestimmt.
Diese Konstante macht es mdglich, aus der Summe der Thermo-
spannungen (U) zwischen der Probenzelle und der Umgebung, die
ausgetauschte Leistung (P) zu bestimmen. Daflir muss zuerst ein
geeigneter Messbereich flr ein geplantes Experiment gewahlt wer-
den. Das verwendete Kalorimeter besitzt folgende Messbereiche (3,
30, 100, 300, 1000, 3000 pW). Flr den ausgewahlten Bereich er-
folgt mit Proben- und Referenzzelle (beide GefaBe sind mit demsel-
ben inerten Material geflllt) dann die Kalibrierung. Daflir wird die
Thermospannung zunachst auf Null und nachfolgend auf die maxi-
mal detektierbare Leistung des gewdhlten Messbereichs ab-
geglichen. Die maximale Leistung Py, wird durch einen Heizwider-
stand von R = 50 Q und eine konstante Stromquelle I erzeugt:

p ~9Q_ o (52)
Todt

Ist der Stromfluss | Uber eine bestimmte Zeit (t) bekannt, kann die
Gesamtmenge der erzeugten Warme bestimmt werden:

Q=I°Rt (53)

Diese Messbereichskalibrierung ist allerdings sehr aufwendig und
erfolgte daher nur alle zwei Monate.
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Dynamische Kalibrierung

Durch die dynamische Kalibrierung wird die Zeitkonstante t des
Kalorimeters bestimmt, siehe Gleichung (50). Die dynamische Kor-
rektur wird vor allem bei kurzzeitig ablaufenden Experimenten wie
z. B. Titrationsexperimenten wichtig, wo die Reaktionskinetik durch
die Verzbgerungszeit des Gerates bedeutsam betroffen ist. Bei dem
verwendeten Kalorimeter wird diese Kalibrierung automatisch von
der verwendeten Software (DigiTAM 4.1) vorgenommen und er-
laubt somit Titrationsexperimente innerhalb kurzer Zeitraume
durchzufihren.
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3.1.2 Verwendete Ellipsometer

Zur Charakterisierung dinner Polymer- und Biofilme wurde die
Ellipsometrie verwendet. Dazu standen zwei Ellipsometermodelle
zu Verflgung. Bei dem ersten verwendeten Ellipsometer handelt es
sich um ein Spektralellipsometer der Firma SOPRA (Paris, Frank-
reich). Das Modell ES4G ist zur Bestimmung der optischen Kons-
tanten Uber den gesamten sichtbaren Bereich des elektromagneti-
schen Spektrums geeignet. Dabei erzeugt eine Xenonhochdruck-
lampe (210-2500 nm) ein nahezu unpolarisiertes Licht, das nach
Durchlaufen des Polarisators (dieser rotiert bei einer Frequenz von
40 Hz) auf die Probe trifft. Das Gerat besitzt auBerdem einen Dop-
pelmonochromator mit Prisma und Gitter. Bei dem zweiten Ellipso-
meter handelt es sich um ein sogenanntes Null-Ellipsometer, der
Firma Dr. Riss Ellipsometerbau (Deutschland, Ratzeburg). Es ist ein
Polarisator moduliertes Modell ELX-02-C, mit monochromatischer
Lichtquelle eines HeNe-Lasers.

In Abbildung 22 ist der Aufbau fir das spektrale Ellipsometer
schematisch dargestellt. Der Lichtstrahl wird von der Probe reflek-
tiert und der Polarisationszustand des eingestrahlten Lichtes andert
sich dabei. Danach durchlauft das Licht den Analysator und trifft
auf den Monochromator, wo eine Wellenlangenselektion stattfindet.

Lichtquelle Monochromator

Flissigzelle Analysator

\

Polarisator
(40 Hz)

e

Quarzfenster Probe SEV

Abb. 22: Schematischer Aufbau der verwendeten Ellipsometeranordnung.

Uber einen Sekundérelektronenvervielfacher (SEV) wird das reflek-
tierte Licht dann detektiert. Durch den rotierenden Polarisator wird
das Licht linear polarisiert und fuhrt zu einer periodisch modulier-
ten Intensitat im Detektor (Abb. 23).
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Die Aufwarmphase des SEV im Sopra Gerat ES4G betragt ungefahr
eine Stunde. Der Einstrahlwinkel wurde fir Messungen an Luft bei
einem Wert von 70° gewahlt. Die Messkammerfenster der Fllssig-
zelle, bestehend aus 2 mm dickem Suprasil II, sind ebenfalls unter
einem Winkel von 70° angeordnet. Dabei wurde Uber einen Wellen-
langenbereich von 400-800 nm mit 20-200 Messpunkten ge-
messen. Das Gerat wurde dabei mit dem Programm ELLI452 ge-
steuert. Die Datenauswertung erfolgte mit der Software FilmWizard
32 der Firma Scientic Computing International (USA).

max

Intensitit

min

Zeit—»

Abb. 23: Sinusformige Intentsitatsmodulation im Detektor. T steht fir die Zeit,
die der Polarisator fir eine Rotation bendtigt.

S1 bis S4 sind die aufsummierten Intensitaten. Die Intensitatmodu-
lation lasst sich wie folgt beschreiben:

I (t)=1,(1+a,*cos(2wt) +b, *sin(2wt) (54)

Bei einer Polarisatorumdrehung werden zwei Maxima und Minima
der Intensitat durchlaufen. Die FouriergroBen a, und b, sind inten-
sitatsunabhangig, wahrend Iy die mittlere Intensitat darstellt.
Durch Integration der Gleichung (54) Uber die Zeit kdénnen die
FouriergroBen a,, b, und die Intensitat I, wie folgt bestimmt
werden:

T/ T/4 3T/8 T/2

S, = f,(t)dt s, = [1(bdt s, = [1dt s,= [l (55)

0 T/8 T/4 3T/8
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Daraus ergibt sich als Funktion von zeitlich summierten Intensita-
ten:

aZZ%(SI—S2—S3+S4) (56)
b2=%(sl+52—s3—s4) (57)
° (58)

[, :L(SI+SZ+S3+S4)
T

Die gesuchten ellipsometrischen Winkel ¥ und A lassen sich aus den
oben bestimmten GroBen berechnen:

N b.
tan ¥ = 1ta, stanA  und CosA = 2 (59)
J1-a, 1—3.22

Der Faktor tan A berlcksichtigt dabei die Abhangigkeit der GréBen
a, und by von der Analysatorstellung.

Da die Werte im zu untersuchenden Wellenbereich nacheinander
gemessen werden, kann es je nach Einstellung zu sehr langen
Messzeiten kommen. AuBerdem sind die Materialen dabei perma-
nent dem Licht der Xenonlampe ausgesetzt. Dies kann zu einer ste-
tigen Veranderung der zu untersuchenden Probe flhren.

Die Aufwarmphase des Lasers des Null-Ellipsometers ELX-02-C be-
tragt ebenso eine Stunde. Da mit monochromatischer Lichtquelle
gemessen wird, werden die unbekannten Proben unter drei ver-
schiedenen Winkeln, 65°,70° und 75°, gemessen. Der Prafix , Null®
ergibt sich aus dem instrumentellen Aufbau. Die Winkelbereiche
des Polarisators und Analysators werden so eingestellt, dass mini-
male Intensitat (,Null®) bei der Detektion resultiert.
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Abb. 24: Der Durchgang von Licht durch ein Null-Ellipsometer.

Die Zusammenhange zwischen ¥ und A und den gemessenen Win-

keln P und A aus Abbildung 24 sind gegeben durch:

r/e r
p=-—""P°_ [_”J[gJ = tan‘{'exp(iA) mit
e

r,/e, I 0

S

% _ tan(A) und

Pt

z—s:(b+ia)(b—ia):exp{Zitan_1 (%)} wobei
p
a o
E=tan(P+45 ) ist und damit

p=tan¥ exp(iA) = tan(A) exp(i(2P +90°))

(60)

(61)

(62)

(63)
(64)

Am Beispiel der Beschreibung eines Dreischichtsystems (Abb. 25)
wird die VerknlUpfung der ellipsometrischen Winkel mit den opti-

schen Konstanten deutlich.
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No :

d
A
Ny /
/
ﬂz (1)1 B \

N3

Abb. 25: Modellierung eines optischen Dreischichtsystems unter Beriicksichti-
gung der Reflexion und Transmission.

tan W - = r12p + rzge_i_ﬂz . 1+ r132r253e__iﬂ2 (65)
LHririe™ ri+re”

B, =47z%r~12 cos®, (66)

n=n-(1-ik) (67)

Dabei entspricht r einem Fresnelschen Reflexionskoeffizienten, die
Indizes p und s entsprechen dem parallel- bzw. senkrecht-
polarisierten Licht, die Indices 0 bis 3 stehen flr die verschiedenen
optischen Medien, d, entspricht der Schichtdicke des Mediums 2, A
ist die Wellenlange, ©®, der Transmissionswinkel in Medium 2, i die
komplexe Brechzahl, n der Realteil und k ist der Imaginarteil der
komplexen Brechzahl.

3.1.2.1 Ellipsometrische Messungen

Folgendes muss bei der Charakterisierung von Oberflachen mittels
Ellipsometrie beachtet werden:

- Die Filme mussen homogen sein.
- Die Filmoberflache muss sauber sein.
- Die Probe muss exakt im Lichtstrahl ausgerichtet sein.

- Die optische Konstante des umgebenden Mediums muss be-
kannt sein (z. B. niye = 1).
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Bei Verwendung einer Messzelle muss diese ebenso exakt
ausgerichtet sein und die Anisotropie der Kammerfenster
muss berucksichtigt werden.

Bei Multischichtsystemen empfiehlt es sich, jeweils die ein-
zelnen Schichten nach jeder Praparation zu messen.

Nur unter diesen Voraussetzungen kdénnen die ¥- und A-Werte ord-
nungsgeman ausgewertet werden.

3.1.3 Weitere Gerate

FT-Infratrot Spektrometer von Bruker, Equinox55, Karlsruhe.
Spin-Coater, Convac 1001 von Convac, Wiernsheim.

Oberflachenprofilmessgerat, Alphastep 500 von Tencor
Instruments, Mountain View, Californien.

Kontaktwinkelmessgerat CAM 200, KSV, Helsinki.

AFM (Rasterkraftmikroskopie). Fir die AFM-Abbildungen
wurde ein Multimode TM SPM-Gerat der Firma Digital
Instruments, Santa Barbara, Kalifornien, USA, verwendet.
Die Proben wurden jeweils im Tapping-Mode vermessen. Je
nach Oberflache wurde ein Scanbereich zwischen 1 und 5 pm
gewahlt. Alle Messungen wurden an Luft durchgefihrt.
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3.2 Chemikalien

Verwendete Analyten sowie Lésungsmittel und Puffer die hier
nicht gesondert aufgefihrt werden, wurden von den Firmen
Fluka (Neu Ulm), Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Seelze) bezogen.

Die MIPs wurden messbereit aus Lund, Schweden, geliefert.

Vollentsalztes Wasser (18,2 MQ/cm) wurde mittels einer Filt-
rationsanlage MilliQ erhalten (Millipore, Eschborn).

Die Siloxane und Silane wurden von ABCR (Karlsruhe)
bezogen.

Das GM1-Oligosaccharid-Natriumsalz stammt von Alexis Bio-
chemicals, Schweiz.

Polyklonaler Antikdrper gegen Progesteron wurden vom
King's College in London, GroBbritannien, bezogen.

AMD (Aminodextran), mit 100K Dalton, Innovent e. V., kam
von Jena, Deutschland.

a-PSA (Exbio) Monoklonaler Antikdérper (Maus, IgGl) gegen
Prostata-spezifisches Antigen, A67-B/E3, markiert mit Dyo-
mics 647 (D0010506 (Dy/IgG=4,0), D0020506 (Dy/IgG =
2,2), D0030506 (Dy/I1gG=6,6)), Exbio, Prag, Tschechien.

GOPTS ((3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilan), MG: 236,3
g/mol, CAS: 2530838, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland.

OVA (Ovalbumin), CAS: 9006591, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland.

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung), besteht aus einem Teil
des 10fach-PBS und neun Teilen deionisiertem Wasser. Der
pH wird auf 7,4 eingestellt.

Progesteronderivat, 4-Pregnene-3,20-dione 3-(O-carboxy-
methyl)oxime, MG: 387.51 g/mol, CAS: 50909-89-2, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Schelldorf, Deutschland.

PSA (Prostata Spezifisches Antigen), welches aus men-
schlicher SamenflUssigkeit durch Ionen-Austauschchromato-
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graphie und Gelfiltration gewonnen wurde, MG: 33 kDa, Ex-
bio, Prag, Tschechien.

e SDS, Natriumdodecylsulfat (10 %), MG: 288.4 g/mol, CAS:
151213, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutsch-
land.

e Ubiquitin, aus rotem Rinderblutkérperchen, 25 mg, Sigma-
Aldrich Holding AG, Buchs, Schweiz.

3.3 Substrate
3.3.1 Silizium-Wafer

Es wurden zwei verschiedene Phosphor- und Bordotierte Silizium-
Wafer mit der Orientierung (111) eingesetzt. Zum einen native
Wafer mit einer SiO,-Schicht von 2 nm der Firma Wacker
(Minchen) und zum anderen bedampfte Wafer mit einer SiO,-
Schicht ca. 260 nm der Firma Silchem (Freiberg). Die Durchmesser
der Wafer lagen bei 100 mm, die Dicke betrug 450 um. Die Wafer
wurden vor der Prdparation in ca. 1 cm? (native Wafer) groBe
Quadrate bzw. ca. 2 cm? groBe Rechtecke (bedampfte Wafer) ge-
schnitten.

3.3.2 Glas-Wafer
Goethe-Glas

Fir die RIfS-Messungen mit PDMS und PDMS-R4A wurde
reflexionsverstarkendes Glas der Firma MSO (Mikroschichtoptik),
Jena verwendet. Bei diesen Glastragern handelt es sich um ein
Mehrschichtsystem aus 45 nm Ta;0s und 20 nm SiO, auf 1 mm D
263, die in 10 mm x 10 mm groBe Wafer geschnitten wurden.

Interferenz-Glas

Die RIfS-Messungen mit den MIPs erfolgte auf Interferenz-
transducern 10 x10 mm und 1 mm Dicke (D 273) und 10 nm Tay0s
und 330 nm SiO,, von MSO (Mikroschicht Optik), Jena.
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3.4 Praparation der sensitiven Chemoschichten

Die Arbeiten zur Praparation der sensitiven Schichten wurden unter
Reinraumbedingungen durchgeflhrt.

3.4.1 Reinigung und Aktivierung

Die Reinigung der Silizium-Wafer war zugleich eine Aktivierung der
Oberfladche fur die folgende Silanisierung. Als Reinigungslésung
wurde eine sogenannte Piranha-L6sung eingesetzt. Diese wurde im
Verhdltnis 2:1 aus konzentrierter Schwefelsaure und 30%-iger
Wasserstoffperoxid-Losung hergestellt. In dieser Lésung wurden
die Silizium-Wafer 15 min im Ultraschallbad inkubiert, anschlieBend
mit vollentsalztem Wasser gespult und darauf im Stickstoffstrom
getrocknet.

3.4.2 Silanisierung der Oberflache

Fir die Silanisierung wurde eine 1%-ige Methacryloxypropyltri-
methoxysilanlésung verwendet. Das Silan wurde durch einstiindige
Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Rdtteltisch kovalent an
die aktivierte Oberflache gebunden und diente zur Kopplung fiur die
kovalente Fixierung der sensitiven Polymerschicht. Die Silanisie-
rung wurde durch Waschen in reinem Lésemittel (Toluol) gestoppt.
Danach wurden die Wafer im Stickstoffstrom getrocknet.
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3.4.3 Polydimethylsiloxan (PDMS)

Zur Herstellung der sensitiven Polydimethylsiloxan-Schicht (PDMS)
wurde der Polymerisationsansatz aus Einzelkomponenten herge-
stellt (Abb. 26). In eine Lésung aus 333 pL Toluol und 167 pL ge-
trocknetem Tetrahydrofuran wurden 75 pL DMS-V31 (Polydi-
methylsiloxan mit 0,18 - 0,26 % (w/w) endstandigen Vinyl-
gruppen) und 8,3 pL HMS-301 (Copolymer mit 25% SiHMe-
Gruppen) pipettiert. Bevor die Polymerisation mit circa 70 pL des
Katalysators SIP 6831 (1% (v/v) in Toluol) gestartet worden ist,
wurde der Ansatz 3 min im Ultraschallbad inkubiert. Zusatzlich
wurde nach jeder Zugabe 1 min von Hand geschittelt.

Die Zusammensetzung des Polymerisationsansatzes wurde so ge-
wahlt, dass die Polymerisationszeit ca. 30 min betragt. Wahrend
dieser Zeit kdénnen die Silizium-Wafer mittels Spin-Coating (On-
Chip-Polymerisation) beschichtet werden.

Bei der Polymerisationsreaktion handelt es sich um eine Poly-
addition, so dass die Freisetzung von Wassermolekilen wahrend
der Reaktion vermieden werden kann.

V\<e IYIe Me Me Me
A0 i’o“{i/\ N T
Me I\T/Ie Me Ill I\l/le
- —m - —X - 4
Vinylkomponente DMS-V31 Hydridokomponente HMS-301
Pt Pt
\ Me Me
/\%i/o\éi/\\l
Me I\I/Ie

Platinkatalysator SIP 6830.0

Abb. 26: Einzelkomponenten des On-Chip-Polymerisationsansatzes fir die
PDMS-Synthese.
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3.4.4 Praparation der MIP-Interferenzschichten*

Das Interferenz-Glas wurde als erstes flir 1 Stunde in einer wassri-
gen Lésung von 2.5 g/L PEI inkubiert und 3 mal mit bidestilliertem
H,O gespllt und anschlieBend im Stickstoffstrahl getrocknet.
Danach wurden die Wafer in einer wassrigen Lésung von 1 mg/15
mL Nanopartikeln inkubiert, folgend wieder gespult und mit Stick-
stoff getrocknet.

* (Synthese und Anbindung der gepragten und ungepragten Polymere auf die
Glassubstrate wurden von Frau Dr. A.-S. Belmont bzw. Dipl. Chem. S. Jager
durchgefihrt.)

3.5 Praparationen der biochemischen Systeme
3.5.1 Vorbereitungen fur ITC-Messungen
SV40 VP1-GM1*

Der verwendete Puffer war 70 mM HEPES mit pH 7.55, 150 mM
NaCl und 5 mM DTT. Der letzte Schritt der Reinigung des SV40 VP1
Proteins war eine Gelfiltration in den obengenannten Puffer.
Danach wurde das Protein konzentriert, indem es durch eine halb-
durchlassige Membran zentrifugiert wurde, die hochmolekulare
Substanzen wie Proteine zurtickhalt und niedermolekulare Substan-
zen wie z. B. Pufferbestandteile durchlasst. Im Durchfluss der
Proteinkonzentration wurde das GM1 Oligosaccharid gelost.

Fir die ITC-Messung wurden 23 x 12 yL GM1 Oligosaccharid (3.78
mM) zu 270 pyL VP1 (0.9 mM) titriert. Es wurde daflir eine 250 pL
Hamilton-Spritze und ReaktionsgefaBe mit einem Volumen von 1
mL verwendet. Das Protein wurde im Reaktionsgefal3 vorgelegt und
die Spritze mit dem Zucker geflllt. Fir die Referenzmessung
wurden ebenso 23 x 12 pL mit einer Konzentration von 3.72 mM
GM1 zur Pufferlésung getropft. Die Auswertung der erhaltenen Da-
ten erfolgte mit der Software DigiTAM 4.1 und Origin 7.0.

*(Die Zucker- und Proteinlésungen wurden von Dipl. Biochem. Ursula Neu her-
gestellt.)

Ubiquitin-Peptide

Fir die ITC-Messungen wurden fluoreszente Peptide synthetisiert.*
Es wurde eine 500 pL Hamilton-Spritze sowie ReaktionsgefaBBe von
1 mL Volumen verwendet. Das Ubiquitin wurde in 1-40 pyM und die
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Peptide in 20-40 uM in PBS gel6ést. Danach wurde eine der Losun-
gen im ReaktionsgefaB vorgelegt und mit jeweils der anderen
L6ésung die Hamilton-Spritze geflllt. Es erfolgte eine thermische
Aquilibrierung bis eine konstante Basislinie gemessen wurde.
Darauf wurde die Messung gestartet und es erfolgte wiederholt die
Zugabe eines Tropfens (20-30 pL) aus der Hamilton-Spritze in das
ReaktionsgefaB unter Vermessung des zeitlichen Temperatur-
verlaufes. Die Auswertung der gemessenen Werte erfolge mit der
mitgelieferten Software DigiTAM 4.1 und Origin 7.0.

*(Die Synthese der Peptide erfolgte durch Dr. G. Roth)

3.5.2 Praparation der Lipidschichten *

Die Lipidschichten DMPE und DPPC wurden mit einem Druck von 50
mN/m auf die Glassubstrate aufgebracht. Die Praparation erfolgte
anhand der Langmuir-Blodgett Technik [Blo68] durch mehrmaliges
Eintauchen der Substrate in die jeweiligen Lipide. Eine ausfihrliche
Beschreibung ist in [Bil69] und [Zaw70] zu finden.

*(Die Praparation der Schichten erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Frau Prof.
R. Bilewicz.)
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Untersuchte Polymersysteme
4.1.1 Polydimethylsiloxan (PDMS)
4.1.1.1 Untersuchung mittels Ellipsometrie

Es soll die Beeinflussung des Polymers PDMS durch aromatische
Verbindungen wie chlorierte Kohlenwasserstoffe sowie Toluol und
Phenol (Abb.27) mittels spektraler Ellipsometrie untersucht
werden. Im Rahmen der DFG-Forschergruppe ,Reaction in Porous
Media"“, soll anschlieBend die untersuchte PDMS-Schicht in einem
Tankmodell als optische Sensorschicht flur die Schadstoffunter-
suchung in Boden und Grundwasser von Flissen zur Anwendung
kommen. Chlorierte Kohlenwasserstoffe (CKW) sind vielseitig ein-
setzbare Verbindungen und finden bzw. fanden daher z. B. als
Lésungs- und Reinigungsmittel Anwendung. Sie sind Ausgangspro-
dukte flr bzw. Neben-, Zwischen- oder Endprodukte von Synthe-
sen. Daneben findet bzw. fand man sie in Pflanzen-, Holzschutz-
und Desinfektionsmitteln oder als Weichmacher. Alte Industrie-
standorte sind oft mit Uberresten dieser Verbindungsklasse aus
friheren Aktivitdten in Boden und Grundwasser verunreinigt
[Ste70]. Nicht in die Reihe der CKW passen Phenol und Toluol.
Phenol wurde ebenso als Desinfektionsmittel und Unkrautbekamp-
fungsmittel bekannt und Toluol ist ein wichtiges Lésungsmittel in
Industrieproduktionen. Beide Chemikalien sind dadurch ebenfalls in
Grund und Boden als Verunreinigung zu finden [Wik66].

OH CH, Cl cl
H
H._~
Cl Cl

Abb. 27: Verwendete Analyte fiir die Charakterisierung des Wechselwirkungs-
verhaltens von PDMS.

Zusatzlich wurde als Analyt Salzsdure vermessen, da HCI bei der
katalytischen Dechlorierung chlorierter organischer Lésemittel frei-
gesetzt wird und somit deren Gegenwart in den zu untersuchenden
Analyseproben zu erwarten ist. Bei jeder Messreihe wurden eine
Wasserprobe und funf Analytlésungen am Spektralellipsometer
gemessen.
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pirelivie Wasserldslichkeit Eingesetztelj Konzentrations-

[g/L] bereich [ppm]

Chloroform 8,3 100 bis 1000
Chlorbenzol 0,488 10 bis 50
Trichlorethylen 1,1 25 bis 125
Toluol 0,47 10 bis 90

Phenol 87 100 bis 1000

HCI 825 100 bis 1000

Tabelle 1: Eingesetzte Analyte mit Angabe der Wasserl6slichkeit und des einge-
setzten Konzentrationsbereichs.

Fir die Bestimmung der Schichtdicke und des Brechungsindexes
des Polymerfilms PDMS wurde folgendes Schichtmodell (Abb. 28)
flr die Anpassung an die gemessenen Werte erstellt:

Analytlosung

PDMS

XXX XXX XN K XXX X XD
C XX X XXX XK XK X
R RIIRIEE

Silizium

Abb. 28: Schichtmodell fiir die gemessenen Werte.

Die Polymerfilme wurden in eine Flissigzelle (Abb. 22) mit der je-
weils zu vermessenden Analytlésung (ca. 10 mL) eingebaut und im
Wellenlangenbereich 400 - 800 nm bei einem Einstrahlwinkel von
70° ellipsometrisch vermessen. Fir die Auswertung wurde das
Cauchy-Modell verwendet. In den nachfolgenden Abbildungen sind
die Ergebnisse der verschiedenen Analyt-Gradient Messungen der
PDMS-Schicht mit Ellipsometrie graphisch dargestellt. In Abbildung
29 sind die ¥ und A-Werte flur die Messung eines PDMS-Films mit
drei unterschiedlich konzentrierten Chloroformlésungen aufge-
tragen. Durch Analytzufuhr andert sich die Dicke der Polymer-
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schicht und dies zeigt sich in den Spektren von ¥ und A durch eine
Verschiebung zu héheren Wellenlangen. Mit héher werdender Kon-
zentration des Analyten von 100 ppm auf 1000 ppm Chloroform
verschieben sich die Maxima der ¥- und A- Werte um jeweils 65
nm zum langwelligen Spektralbereich hin. Je starker die Filmdicke
mit hdherer Analytkonzentration zunimmt, desto starker Ver-
schieben sich die Extremwerte in den Spektren bis sich bei sehr
starkem Schichtwachstum neue Maxima bilden. Der Einfluss der
Analyten auf die PDMS-Schicht lasst sich also mit den ¥- und A-
Spektren bestimmen.

180

304 CHCL, {
——100 ppm 170
'''''' 500 ppm g
1000 ppm 160 4

25

20 4 150 |

Al°]

15 140

¥ [

130 |
10

1204 CHCI,
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1104 - 500 ppm
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Abb. 29: ¥ und A-Werte flr die Messung von PDMS mit unterschiedlichen
Chloroformkonzentrationen.

0 200 400 600 800 1000
Konzentration [ppm]

Abb. 30: Physikalische Schichtdicke der sensitiven PDMS-Schicht in Abhangigkeit
der Chloroformkonzentration.
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In Abbildung 30 zeigt sich flr Chloroform in den ersten drei
Schichtdickenbestimmungen eine lineare Abhangigkeit der physika-
lischen Schichtdicken der sensitiven PDMS-Schicht von der Chloro-
formkonzentration. Bei einer Konzentration von 500 ppm nimmt die
physikalische Schichtdicke starker zu und erreicht den Wert 1463.6
nm und steigt danach wieder linear mit der Analytkonzentration auf
1587.6 nm an. AuBerdem erkennt man einen relativ starken Quell-
effekt, zwischen der reinen Wasserprobe und der héchsten Chloro-
formkonzentration, die mehr als 200 nm betragt. Der Brechungsin-
dex (Abb. 31) von PDMS mit Chloroform zeigt ebenso eine Zunah-
me, allerdings mit Abweichungen von der Linearitat.
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1.415+

=
o~
jury

o
1

/\/

—

Brechungsindexn [ ]

1.405 4

1.400

T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000
Konzentration[ppm]

Abb. 31: Realteil des Brechungsindexes in Abhangigkeit der Chloroform-
konzentration.
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Abb. 32: Physikalische Schichtdicke der PDMS-Schicht in Abhangigkeit der Kon-
zentration von Phenol- und Salzsdurelésungen.
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Bei den Lésungen von HCl und Phenol (Abb. 32) ist zunachst eine
Abnahme der Schichtdicke zu verzeichnen. Dann allerdings zeigt
sich auch hier ein linearer Anstieg mit der jeweiligen Analyt-
konzentration. Eine Erklarung daftr ware, dass zunachst eine Ver-
drangung der eingelagerten Wassermolekile durch die Wasser-
stoffionen der Losung erfolgt und dadurch eine Abnahme der
Schichtdicke bewirkt wird. Im Folgenden diffundieren dann Was-
sermolekule zur Ausbildung der Hydrathtlle in die Polymerschicht.

Chlorbenzol, Trichlorathylen und Toluol in Abbildung 33 zeigen so-
wohl bei der Schichtdickenanderung als auch im Verhalten des
Brechungsindexes (Abb. 34) eine Zunahme mit steigender Analyt-
konzentration. Lediglich der letzte Wert bei Trichlorathylen in Ab-
bildung 34 weicht davon ab.

1170

| = Chlorbenzol
1140 e Trichlordthylen
{ » Toluol

11104

1080 ) I

T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Konzentration [ppm]

Abb. 33: Physikalische Schichtdicke der PDMS-Schicht in Abhangigkeit der Kon-
zentrationen von Chlorbenzol, Trichlorathylen und Toluol.
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Abb. 34: Realteil des Brechungsindexes in Abhangigkeit der verschiedenen Kon-
zentrationslésungen.

Zusammenfassung

Anhand der durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden,
dass sich durch die Quellung der sensitiven PDMS-Schicht die
optischen Konstanten des Polymers konzentrationsabhangig an-
dern. Fur Chloroform und Toluol wurde eine annahernd lineare Ab-
hangigkeit der physikalischen Schichtdicke des Polymers PDMS von
der Analytkonzentration gefunden. Dies entspricht einem
Sorptionsverhalten nach Henry, siehe dazu Kapitel 2.3.1.4. Der
Kurvenverlauf von Chlorbenzol kénnte hingegen auf ein Satti-
gungsverhalten hindeuten, was hinsichtlich der MoleklilgréBe von
Chlorbenzol denkbar ist und einem Sorptionsverhalten nach
Langmuir entspricht. Der exponentielle Anstieg der PDMS-
Schichtdicke durch die Einwirkung von Trichlorethylen spiegelt das
Sorptionsverhalten nach Flory-Higgins wieder. Ganz anders verhalt
sich die PDMS-Schicht durch einwirken der HCI- und Phenol-
Loésung. Dieses Quellverhalten entspricht keinem der erwahnten
Sorptionsmodelle. Die Abweichungen der Brechzahlen von der
Linearitat sind u.a. auf die Cauchy-Parametrisierung zurtickzufih-
ren. Fur dieses Modell muss eine gewisse Variabilitat toleriert wer-
den.



Polymersysteme 62

4.1.2 PDMS-R4A System
4.1.2.1 Untersuchung mittels ITC

Die Kalorimetrie ist eine Methode, die sich fur die thermo-
dynamische Charakterisierung von intermolekularen Wechsel-
wirkungen eignet. Sie ist daher fir ein besseres Verstandnis chemi-
scher und biochemischer Vorgange von groBer Bedeutung. In die-
sem Teil der Arbeit soll die Eignung des Polymersystems PDMS-
Calixaren als sensitive Schicht mit speziell ausgewahlten polaren
Analyten (Abb. 35) untersucht werden.

ICHS H3c1

H,N OH

a) b)

Abb. 35: Die polaren Analyten Propylamin a) und Propanol b) zur Charakterisie-
rung des Wechselwirkungsverhaltens des PDMS-R4A Systems.

In den folgenden Experimenten wurden dabei je Messung 25
Titrationsschritte mit jeweils 4 pL der entsprechenden Analyt-
[6sung in H,O (25 Vol-%) aus einer 250 pL Spritze zu

1) 2.7 mL reinem Wasser,
2) in 2.7 mL Wasser gequollenem PDMS-Polymer und,
3) ebenso in 2.7 mL Wasser gequollenem PDMS-R4A System,

titriert.

Zuerst wurde eine Losung von Propylamin (0.031 mmol) in bidestil-
liertem Wasser getropft. Das resultierende Warmesignal ist in
Abbildung 36 dargestellt. Bei Zugabe der Propylaminlésung zum
PDMS-Polymer, das Uber eine Woche in Wasser gequollen hat, er-
halt man das entsprechende Signal gezeigt in Abbildung 37. Dabei
ist das erste positive Signal (Peak A) wiederum das Leistungssignal
mit Wasser, wahrend der zweite negative Peak B (Abb. 37 rechts)
aus der Wechselwirkung mit dem PDMS-Polymer resultiert. Als
nachstes wurde Propylamin zum Resorcin[4]aren-PDMS System
titriert. Die resultierenden Leistungssignale lassen sich wie in Ab-
bildung 38 mit der Wechselwirkung von Propylamin mit Wasser,
mit dem PDMS-System und anschlieBend mit dem R4A beschreiben
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(Peak C, Abb. 38 rechts). Mit positiven Signalen sind hier exother-
me Reaktionen verbunden. Die zeitliche Verschiebung der Reaktio-
nen lasst sich dadurch erklaren, dass die Polymer-Systeme als Tab-
lettenform am Boden des ProbengefaBes fixiert wurden und mit 2.7

mL bidestilliertem H,O aufgeflllt wurde. Dadurch muss der Analyt
das Polymer erst erreichen.
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Abb. 36: Zeit-Leistungssignal fur die Titration von Propylamin zu bidestilliertem
H,O.
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Abb. 37: Zeit-Leistungssignale flir die Titration von Propylamin und Propanol

zum PDMS-System. Rechts sind die entscheidenden Signale vergroBert darge-
stellt.
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Abb. 38: Zeitabhangige Leistungssignale flir die Titration von Propylamin und
Propanol zum Resorcin[4]aren-System. Rechts vergréBert die Signale B und C.

Flr die genauere Betrachtung der Wechselwirkung zwischen Propy-
l[amin und dem Selektor R4A wurden die resultierenden Warme-

signale integriert und als Funktion der Propylaminmenge aufgetra-
gen (Abb. 39).
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Abb. 39: Integrierte Titrationssignale von Peak C je Injektion Propylamin. Die
Titrationsschritte sind in der Graphik einzeln vermerkt.

In den ersten 11 Titrationsschritten (0.031 mmol Propylamin)
resultiert eine Warmemenge im Bereich von 3 bis 8 mJ] durch
Wechselwirkung von Propylamin mit dem Selektor R4A. Mit
steigender Belegung der Bindungsstellen des Polymers (Titrations-
schritte 11-14) ist eine Abnahme der Warmemenge bis zur voll-
standigen Sattigung der Bindungsstellen zu erkennen. Weitere
Titrationen flUhrten nur zu schwachen und unspezifischen Warme-
signalen. Die eingekreisten Werte sind durch die Gerateempfind-
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lichkeit entstandene Werteschwankungen die Uberwiegend durch
auBere Einflisse entstehen.

Auf die gleiche Art und Weise wie flr Propylamin wurde die
Wechselwirkung von Propanol und dem PDMS-R4A Polymer be-
stimmt. Ebenso wurden 4 uL (0.04 mmol) Propanol zu

1) 2.7 mL bidestilliertem Wasser,

2) in 2.7 mL H,0 gequollenem PDMS-System und,

3) in 2.7 mL H20 gequollenem PDMS-R4A System
titriert.

Wie in Abbildung 37 (gestrichelt) gezeigt, resultiert durch Wech-
selwirkung mit dem Ldsungsmittel Peak A, Peak B aus der Interak-
tion mit PDMS und die Wechselwirkung mit dem Selektor R4A er-
gibt Peak C (Abb. 38, gestrichelt). Die Warmemenge der integrier-
ten Titrationssignale wird dabei nicht gréBer als 2 mJ pro Injektion
der Propanollésung (Abb. 40). Im Vergleich mit der Warmeentwick-
lung von zirka 6 mJ] bei Propylamin lasst sich daraus eine starkere
Wechselwirkung von Propylamin mit dem Selektor R4A schlieBen.
Aus stdochiometrischer Sicht mit 0.04 mmol Propanol und 0.031
mmol Propylamin, zeigt sich dass pro Sauerstoffatom des R4A
mehr Propanol also Propylamin zu Verfligung steht.
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Abb. 40: Integrierte Titrationssignale von Peak C pro Injektion Propanol. Die Tit-
rationsschritte sind in der Graphik einzeln vermerkt.
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Durch die zeitliche Verschiebung des Warmeflusses lasst sich er-
kennen, dass die Wechselwirkung mit dem PDMS-Polymer flr beide
Analyten stattfindet und entscheidend flir die Sorption des Analyten
ist. Eine Wechselwirkung beider Analyten mit den Selektor R4A
konnte mit der ITC sehr gut nachgewiesen werden.

4.1.2.2 Untersuchung mittels RIfS

Flr die Untersuchung von drei unterschiedlichen PDMS-R4A Schich-
ten und dem nicht modifizierten PDMS wurden acht Analyt-
konzentrationen zwischen 0 und 20 g/L eingesetzt. Die Konzent-
ration des Selektors R4A wurde dabei unterschiedlich gewahlt. In
Abbildung 41a) und b) sind die Kalibrierkurven flr n-Propanol und
n-Propylamin mit unterschiedlichen Polymerschichten dargestellt.
Wahrend in Abbildung 41a) ein lineares Sorptionsverhalten (Sorpti-
on nach Henry) mit Propanol erhalten wird, ergibt sich bei Wech-
selwirkung von Propylamin und den gewahlten Polymerschichten
ein Kurvenverlauf, der in eine Sattigung Ubergeht (Abb. 41b)).
Dieses Sorptionsverhalten nach Langmuir lasst auf eine voll-
standige Besetzung der Bindungsstellen bei hoher Analyt-
konzentration schlieBen.

124 4 124y,
—=—PDMS A —=—PDMS ~-#--PDMS + 10 mg R4A
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Abb. 41: Mit RIfS in flissiger Phase erhaltenen Kalibrierkurven fiir a) n-Propanol
und b) Propylamin.

Die Empfindlichkeiten (S) der PDMS-Schichten sind als Steigung
der Kalibrierkurven gegeben. Zusatzlich wird eine normierte Emp-
findlichkeit eingeflihrt, um speziell die Wechselwirkung des Selek-
tors R4A von der Wechselwirkung des PDMS-Grundgertsts zu tren-
nen. Dabei ist die normierte Empfindlichkeit durch
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S — SSelektor ( 68)

normiert S
PDMS

gegeben. In Abbildung 42 ist die Empfindlichkeit (S) fir das PDMS-
R4A System, im Vergleich zum nicht modifizierten PDMS flr die
Analyten n-Propanol und Propylamin gezeigt.
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Abb. 42: Empfindlichkeit und normierte Empfindlichkeit flir n-Propanol und Pro-
pylamin.

Bei n-Propanol ist mit Zunahme der R4A-Konzentration eine leichte
Abnahme der Empfindlichkeit zu erkennen, wahrend bei Propylamin
hingegen eine Zunahme mit steigender R4A-Konzentration zu ver-
zeichnen ist. Auf der rechten Seite der Abbildung 42 sind jeweils
die normierten Empfindlichkeiten (GIl. 68) aufgetragen, und es wird
verdeutlicht, dass die normierte Empfindlichkeit umso starker ist je
héher die R4A-Konzentraionen im Polymer wird.

Um die Wechselwirkungskinetik zwischen sensitiver Polymerschicht
und Analyten zu bestimmten wurde die zeitaufgeldste RIfS-
Messung herangezogen. Daflir wurde ein sogenannter Austausch-
faktor R bestimmt. Dieser ergibt sich aus dem Verhaltnis der
maximalen Desorptions- zur maximalen Sorptionsgeschwindigkeit.
Somit ist

Vv Desorpti
R — max Desorption (69)

max Sorption

In der folgenden Abbildung 43 sind die zeitlichen Anderungen der
optischen Schichtdickenanderungen fir den nicht modifizierte
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PDMS-Sensor und dem PDMS-R4A-Sensor gezeigt. Nach ungefahr
16.1 Minuten wurden die Ventile des Losungsmittelflusses auf die
jeweiligen Analyten Propanol und Propylamin umgeschaltet und
Uber die sensitive Polymerschicht geleitet. Das Sorptions- und De-
sorptionsverhaltnis flr das nicht modifizierte PDMS-System ergab
fur beide Analyten mit 0.987 fur Propanol und 1.103 flr Propylamin
annahernd gleiche Austauschraten (Abb. 43a)). In Abbildung 43b)
ist eine vergleichbare Sorption wie flr das Resorcin[4]aren-PDMS-
System erkennbar. Nach ungefdhr 32.5 Minuten wird der Analyt-
fluss abgeschaltet und eine deutliche langsamere Desorption von
Propylamin mit einer Austauschrate vom 0.306 im Vergleich zum
Propanol mit 1.046 wird beobachtet. Dies lasst sich, wie schon bei
den Ergebnissen mit der Mikrokalorimetrie, auf eine starkere
Bindung der funktionellen NH, Gruppe des Analyten Propylamin mit
dem Reaktionszentrum des Selektors R4A zuruckzufihren. In Ab-
bildung 44 wird das Verhaltnis der Austauschraten im Vergleich ge-
genlber gestellt, und die starkere und spezifische Bindung der NH,
Gruppe des Propylamins an die funktionelle Gruppe des Selektors
verdeutlicht.
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Abb. 43: Kinetik der Analytwechselwirkung mit a) PDMS und b) PDMS + 30 mg
R4A.
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Abb. 44: Austauschrate R von Propanol und Propylamin bei Wechselwirkung mit
PDMS und PDMS + 30 mg R4A.

4.1.2.3 Untersuchung mittels IR

Die Infrarotspektroskopie fand in den letzten Jahren mehrfach An-
wendung im Bereich der Sensorik [Mas71] und wurde flr die
strukturelle Charakterisierung der Sensoroberflachen eingesetzt
[Coz71]. Anhand von IR-spektroskopischen Messungen sollte nun
auch die strukturelle Anderung des Selektors R4A bei Wechsel-
wirkung mit Propylamin und Propanol bestimmt werden. Allerdings
zeigte sich gleich am Anfang der Messreihe, dass die Signale mit
Propanol zu schwach fir eine aussagekraftige Interpretation der
Spektren waren. Daher werden in diesem und im folgenden Kapitel
4.1.2.4 ausschlieBlich die Wechselwirkungen des Selektors mit
Propylamin beschrieben. In Abbildung 45 sind die ATR FT-IR Spekt-
ren fur das Losungsmittel Chloroform, flir den Analyten Propylamin,
dem Selektor R4A und zwei Spektren des Analyt-R4A-Komplexes
mit zwei unterschiedlichen Volumen an Propylamin gezeigt. Flr die
Beschreibung der Wechselwirkung des Selektors R4A mit dem
Propylamin Molekil, wird sich im Folgenden die Diskussion insbe-
sondere auf die C=0 Streckschwingungsbande des Selektors R4A
und die Aminogruppe des Analyten Propylamin konzentrieren. Die
C=0 Streckschwingung der Carbonylgruppe ist bei 1760 cm™
(Abb.45) als breite Bande mit einer ausgepragten Schulter bei
1737 cm™ zu beobachten. Die Breite der Bande resultiert dabei aus
der intermolekularen Wechselwirkung zwischen den R4A Molekllen
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(Abb. 7). Im IR-Spektrum wird weder von Chloroform noch von
Propylamin in diesem Bereich eine Absorptionsbande erhalten. Das
IR-Spektrum des R4A-Propylamin-Komplexes wird in Abbildung
45d) gezeigt. Die molekulare Wechselwirkung wird dabei durch
eine Abnahme der Intensitdt der Bande bei 1760 cm™ und durch
Entstehung einer neuen Bande bei 1673 cm™ angedeutet. Die neue
Bande bei 1673 cm™ kann dabei der C=0 Streckschwingung zu-
geordnet werden, die sich aufgrund der Wasserstoffbriickenbindung
zwischen dem O Atom der Carbonylgruppe und dem H Atom von
Propylamin zu niedrigeren Wellenzahlen verschiebt. Die Ver-
schiebung um 87 cm™ weist auf eine starke Wasserstoffbriicken-
bindung hin. Die Intensitidtsabnahme der Bande bei 1760 cm
deutet auBerdem daraufhin, dass nicht alle Bindungsstellen des
Selektors R4A besetzt wurden. Bei dieser Konzentration von 0.0058
mmol R4A und 0.44 mmol Propylamin, entsprechen jedem
Carbonyl-O-Atom des Selektors R4A aus stochiometrischer Sicht,
10 Propylamin Molekile. Bei hdéherer Propylaminkonzentration
nimmt die Intensitat der Streckschwingung zu und die Bande er-
scheint bei 1678 cm™ (Abb. 45e)), eine weitere Bande der
Carbonylgruppe des Selektors ist in diesem Spektrum nicht mehr
zu sehen. Daraus lasst sich schlieBen dass alle O Atome der
Carbonylgruppe von R4A an der Wechselwirkung mit den Propyl-
amin Molekulen beteiligt sind.
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Abb. 45: ATR FT-IR Spektrum von a) Chloroform, b) Propylamin, c) 10 mg R4A
gelést in 20 pL Chloroform, d) 10 mg R4A in 50 pyL Chloroform und 36.5 uL Pro-
pylamin und e) 10 mg R4A gelést in 50 pL Chloroform und 73 uL Propylamin. Die
gestrichelte Linie zeigt die Verschiebung der C=0 Streckschwingung des Selek-
tors R4A bei 1760 cm™ bei Wechselwirkung mit Propylamin mit unterschiedlichen
Konzentrationen d) 36.5 pyL und e) 73 pL.

Auch Uber die H Atome der Aminogruppe des Propylamins lasst sich
die Wechselwirkung mit R4A im ATR FT-IR Spektrum im hohen
Wellenzahlbereich nachweisen. Die symmetrischen und un-
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symmetrischen Streckschwingungen der NH,; Gruppe sind im
Spektrum b) bei 3292 und 3369 cm zu finden. Aufgrund von
intermolekularen Wechselwirkungen der Propylamin Moleklle be-
findet sich die Bande, die bei 3074 cm™ endet, bei niedriger Wel-
lenzahl als erwartet. In der Gegenwart von R4A Molekilen zeigt die
Streckschwingungsbande eine Ausbreitung zu niedrigeren und
héheren Wellenzahlen (Abb. 45d)), welche sich aber allgemein zu
einer héheren Wellenzahl bei 3429 cm™ verschiebt. Diese Verbrei-
terung der Bande ist auf die Wechselwirkung der H Atome von
Propylamin mit den O Atomen der Carbonylgruppe von R4A zu-
rickzufihren. Zusatzlich erscheint eine Bande mit zwei schwachen
Spitzen bei 3300 und 3380 cm™, die durch die Uberlappung der
Absorptionsbande der NH, Gruppe in Wechselwirkung mit der
Carbonylgruppe entsteht und der Absorptionsbande von NH>
Molekllen welche nicht an der Wechselwirkung mit R4A beteiligt
sind. Bei Betrachtung des Spektrums e) mit héheren Volumen an
Propylamin sind die charakteristischen Absorptionsbanden von
Propylamin bei 3292 und 3369 cm™ nach wie vor vorhanden. An
der Intensitdtszunahme der Bande die bei 3429 cm™ endet, l&sst
sich eine Erhéhung an Propylamin welches nicht an der Wasser-
stoffbriickenbindung mit der Carbonylgruppe von R4A beteiligt ist
im Vergleich zum Spektrum d), erkennen.

4.1.2.4 Untersuchung mittels *H NMR

Auch mit der Kernresonanzspektroskopie lasst sich die Wasserstoff-
brickenbindung zwischen Propylamin und R4A nachweisen. In
Abbildung 46 ist das 'H NMR Spektrum von Propylamin gezeigt a)
und in b) der Mischlésung aus R4A und Propylamin. Die Protonen
der Aminogruppe des Propylamins sind im Spektrum a) beid = 1.19
ppm zu sehen. In Anwesenheit des Selektors R4A erscheinen die
Protonen der NH,; Gruppe bei 5 = 1.09 ppm. Die Verschiebung der
Bande um A8 = -0.1 ppm ruhrt von der Abschirmung der Protonen
der NH; Gruppe durch die Wasserstoffbriickenbindung mit den O
Atomen der funktionellen Gruppe A von R4A her (Abb. 7). Die
Elektronendichte nimmt aufgrund der freien Elektronenpaare an
den Sauerstoff- und Stickstoffatomen, die an der Bildung der Was-
serstoffbriickenbindung zwischen den Protonen der NH, Gruppe
und den O Atomen von R4A beteiligt sind, zu.
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Abb. 46: *H NMR Spektrum von a) 14 pL Propylamin geldst in 2 mL Chloroform
und b) 10 mg R4A gelést in 20 yL Chloroform und 36.5 pL Propylamin (1:76).

Zusammenfassung

Eine umfangreiche Untersuchung des PDMS-R4A Systems mittels
Mikrokalorimetrie und spektroskopischen Methoden wurde durchge-
fuhrt, um das Wechselwirkungsverhalten des Polymers besser zu
verstehen. Die Charakterisierung der Wechselwirkungskinetik mit-
tel RIfS zeigt, dass die Starke der Wechselwirkung durch die funk-
tionellen Gruppen und strukturelle Umgebung des Analyten be-
stimmt wird. Insbesondere Oberflachen mit einer funktionellen
Gruppe, die zur Wasserstoffbrickenbindung geeignet sind, binden
bevorzugt stark mit dem Reaktionszentrum von R4A. Aber eine ge-
nauere Bewertung der Bindungsstarke war mit RIfS alleine nicht
maoglich, deshalb wurden weitere Methoden flr ausfuhrlichere
Quantifizierungen herangezogen.
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Um die Warmeentwicklung bei Wechselwirkung zwischen dem R4A
und den Analyten Propylamin und Propanol zu bestimmen, wurde
die ITC gewahlt. Dabei zeigten die Kalorimetriemessungen, dass
die Wechselwirkungen von R4A mit Propylamin um einiges starker
sind als die von R4A und Propanol. Somit konnten anhand der
Kalorimetrie die RIfS Messungen bestatigt werden.

Die Tatsache, dass mit IR- und *H NMR-Spektroskopie keine klar
erkennbaren Signale der Wechselwirkung von R4A mit Propanol
erhalten wurden, bekraftigen zusatzlich, dass Propylamin eine star-
kere Bindung mit R4A eingeht als mit Propanol. Die C=0 und NH>
Streckschwingungen lieferten nitzliche Informationen dber die
Formation zwischen den O Atomen der Carbonylgruppe von R4A
und den H Atomen der Aminogruppe von Propylamin. Die deutliche
Verschiebung der Carbonylgruppe zeugt von einer starken
Wasserstoffbriickenbindung. Die Bandenverschiebung der Protonen
der Aminogruppe von Propylamin im 'H NMR Spektrum kann,
ebenso durch die Anwesenheit der R4A Carbonylgruppe durch die
Wasserstoffbriickenbindung mit den Protonen interpretiert werden.

Die umfangreiche Charakterisierung des PDMS-R4A Systems mit
den polaren Analyten Propanol und Propylamin mittels ITC, IR, 'H
NMR und RIfS zeigten sehr gut, dass die Wechselwirkung der C=0
Gruppe von R4A und die Protonen der Analyten entscheidend fur
die Sensitivitat des Polymers sind. Insbesondere durch die Funktio-
nalisierung des PDMS konnte die Sensitivitat des Polymers erhdht
werden.
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4.1.3 Molekular gepragte Polymere (MIP)
4.1.3.1 Untersuchungen mittels ITC

In diesem Kapitel wird die Sensitivitdat der MIPs fur Atrazin mittels
ITC und RIfS untersucht. Atrazin (Abb. 47) ist ein Herbizid, das zur
Familie der Chlortriazine gehért und in Unkrautbekampfungs-
mitteln, chemischen Reinigungsmitteln oder bei der Kunststoffhers-
tellung als Nebenprodukt zu finden ist. Atrazin gehdrt zur Gruppe
der endokrin wirksamen Substanzen (EDCs). Endokrine Disruptoren
sind Stoffe, die als klinstliche Hormone wirken und somit das emp-
findliche Gleichgewicht des hormonbildenden endokrinen Systems
der Tiere stéren kdénnen. Die EDCs werden auch als “Umwelt-
hormone™ bezeichnet und sind meist von Menschen produzierte
Stoffe [She71]. Bei mannlichen Fischen fihren diese Stoffe bei-
spielsweise zur Feminisierung und bei Reptilien und Voégeln zur
anomalen Entwicklung [Bel72]. Die weite Verbreitung dieser
Substanz in der Umwelt und die noch weitgehend unerforschte
Wirkung auf den Menschen macht eine schnelle und hoch sensitive
Detektion erforderlich, so dass die optische Sensorik eine geeignete
analytische Methode flr die Erkennung und Selektion solcher EDCs
darstellt.

NiN
PP P

N N NH
H

N

Abb. 47: Strukturformel von Atrazin (CgH14CINs).

Zunachst wurde anhand der ITC die Wechselwirkungsstarke von
Atrazin mit den MIPs untersucht. Atrazin kann als wasserldsliche
Chemikalie ins Grundwasser gelangen und wird in der Umwelt nur
langsam abgebaut. Da Atrazin ein Gift fir Wasserorganismen
darstellt, wurden in dieser Arbeit die kalorimetrischen Unter-
suchungen in wassriger Phase durchgefihrt.

Flr die zeitaufgeldsten Leistungssignale (Abb. 48) der ITC wurden
bei einer Temperatur von 293.1 K 19 x 20 pL (92.72 pmol) Atrazin
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ZUu einer wassrigen Suspension von gepragten und ungepragten
MIPs (33 mg/l) injiziert.
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Abb. 48: Zeitaufgeltste Leistungssignale der Messung von a) 20 pL Atrazin zu
einer 500 uL L6ésung an gepragten MIPs und b) die Referenzmessung mit 21 pL
Atrazin zu einer 500 pL Lésung an ungepragten MIPs.

In Abbildung 48a) ist der Warmefluss wahrend der Titration von
Atrazin zu gepragten MIPs dargestellt. Dabei wird ein Warmefluss
von etwa 3.6 uW erreicht, wahrend bei der Referenzmessung (Abb.
48b), mit den ungepragten MIPs, kein Signal starker als etwa 2.2
MW ist. Tragt man nun die integrierten Signalflachen aus Abbildung
48a) pro Titrationsschritt auf, erkennt man eine maximale
Warmemenge von 383.01 mJ] mit dem dritten Titrationsschritt.
Nach dem zehnten Titrationsschritt ist eine starke Abnahme der
gemessenen Warmemenge Q (Abb. 49) zu beobachten. Ab dem
elften Injektionsschritt von Atrazin ist eine Sattigung der Bindungs-
stellen des Polymers zu erkennen. Die Warmemenge Q sinkt bei
Titrationsschritt 10 auf 157.29 mJ] ab.
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Abb. 49: Integrierte Titrationssignale von Atrazin zu gepragten MIPs.

Somit lasst sich eine Wechselwirkung von Atrazin mit den ge-
pragten MIPs mit Isothermer Titrations-Kalorimetrie nachweisen,
obwohl das Molekular gepragte Polymer in bidestilliertem Wasser
nur schwer zu I6sen war und nur eine Suspension erhalten wurde.

4.1.3.2 Untersuchungen mittels RIfS

RIfS wurde auch hier genutzt um Wechselwirkungsuntersuchungen
mit gepragten Polymernanopartikeln und Atrazin durchzuflihren
[Bel33]. Die MIPs wurden durch ein konventionelles Verfahren (Ka-
pitel 3.4.4) hergestellt. Die Aufbringung des Polymers auf den flr
die RIfS noétigen Interferenzglaser erfolgte elektrostatisch mit PEI.

Fir die Untersuchungen mit RIfS wurden zwei verschiedene
Atrazinkonzentrationen, 1.7 und 17 ppm geldst in Toluol, einge-
setzt. In Abbildung 50a) ist eine Anderung der optischen Schichtdi-
cke um A(nd) = 3.49 nm bei einer Zeit von etwa 1390 s zu erken-
nen, wahrend fir die Konzentration von 1.7 ppm Atrazin eine An-
derung der optischen Schichtdicke um 0.58 nm zu beobachten ist
(Abb. 50b)). Die Peaks bei zirka 1340 s und bei 2150 s entstanden
beim Umschalten der Ventile auf Analytfluss durch Eindringen von
Luft. Davor wurde das Ldésungsmittel Toluol Uber die Polymer-
schicht geleitet. Die Referenzmessung mit dem ungepragten Poly-
merfilm, lasst fir die hdhere Analytkonzentration beinahe keine
Anderung der Schichtdicke erkennen. A(nd) ist hier gerade 0.35 nm
fur 17 ppm Atrazin in Toluol (Abb. 51). In Abbildung 52 ist die opti-
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sche Schichtdickenanderung flr die beiden Konzentrationen 1.7
und 17 ppm graphisch gegenubergestellt.
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Abb. 50: a) Anderung der optischen Schichtdicken der mit MIP beschichteten
RIfS-Glastrager nach Injektion von 17 ppm Atrazin in Toluol mit Maximum bei
3.49 nm + 0.3 und b) Kurvenverlauf mit Maximum bei 0.62 nm £ 0.05 nach In-

jektion von 1.7 ppm Atrazinldsung.
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Abb. 51: Kontrollmessung mit 17 ppm Atrazinlésung fir nicht gepragtes MIP mit
maximaler Schickdickenédnderung von 0.35 nm +0.032.
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Abb. 52: Optische Schichtdickenanderung der MIPs mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen des Atrazins.

Eine Regeneration der sensitiven Polymerschicht wurde durch eine
Methanol/Essigsdure Mischung im Verhaltnis 4:1 erreicht, aller-
dings ist diese in Abbildung 50a) und b) nicht zu erkennen. Die Re-
generation der Sensoroberflache wurde offline durchgefiihrt, da auf
Grund des hohen Brechungsindexsprungs zwischen Regenerations-
[6sung und Toluol eine Aufnahme des Interferenzspektrums nicht
mdglich ist. Nach der Regeneration ging das Signal auf die Lage der
Basislinie zuriick, und es wurde erneut die Analytlésung Uber die
Polymerschicht geleitet. Somit konnte durch eine Dreifachmessung
gezeigt werden, dass die Polymerschicht unter den angewandten
Bedingungen bestandig ist und reproduzierbare Ergebnisse liefert.

Zusammenfassung

Es konnte sowohl mit der Kalorimetrie als auch mit der RIfS-
Technik eine selektive Wechselwirkung des Atrazins mit den ge-
pragten MIP gemessen werden, allerdings erfolgte dies, aufgrund
der schlechten Léslichkeit der MIPs, bei den RIfS-Messungen nur in
Toluol. Somit ist kein direkter Vergleich der beiden Ergebnisse
maoglich.
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4.2 Untersuchungen von biochemischen Systemen

4.2.1 Charakterisierung des Progesteron-Antikorpers mittels
Ellipsometrie

Ziel war die Entwicklung eines Immunoassays fur verschiedene
Probenmatrices, da dies fur den Nachweis von Progesteron sehr
interessant ist [Kap74]. Im Gegensatz zu den Polymer-Systemen
besitzen biochemische Moleklle spezielle Bindungsstellen fir die
Anbindung von Liganden. Die Wechselwirkungen zwischen Rezepto-
ren und Liganden sind fur diese Systeme somit selektiver als die
Wechselwirkung zwischen Polymersystemen und Analyt. Eine
grundlegende Beschreibung von Biosensoren ist in [Byf73] gege-
ben.

Fiar die Charakterisierung der Oberflache des Modell-Assays wurde
daflir die Ellipsometrie eingesetzt. Dabei wurden die einzelnen
Schichten aus denen die Oberflache aufgebaut wurde, in einem
Wellenléangenbereich zwischen 400-800 nm vermessen. Der
Schichtaufbau fur die verwendeten Assays sah dabei folgenderma-
Ben aus:

5. Antikdrper

Antikdrper
4. Progesteron
3. AMD T OO
2.GOPTS — o AMD
1. Substrat (Silizium) Silizium

Abb. 53: Schichtmodell flir den Progesteron-Assay.

Die Schichten wurden an Luft und in Pufferlésung (PBS) gemessen.
Flr die PBS-Messungen wurde die Messzelle (Abb. 22) mit etwa 10
mL Pufferlésung geflllt. Die Wafer wurden darauf in der PBS-
Loésung fir mindestens eine halbe Stunde inkubiert, um einen
Quelleffekt bei den Messungen zu gewahrleisten. Als Antikdrper
wurde in dieser Arbeit ein polyklonaler Antikérper gegen Pro-
gesteron eingesetzt. Es wurden die im Kapitel 3.3.1 schon be-
schriebenen Wafer verwendet. Die Auswertung der Schichtdicke
erfolgte durch Cauchy-Parametrisierung. Auf die Messung der
Schichtdickenanderung durch Immobilisierung von GOPTS wurde
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hier verzichtet, da die GOTPS-Schicht an Luft nicht sehr stabil ist.
Flr die Puffermessungen wurde ein Brechungsindex von 1.35-1.36
und fir die Messungen an Luft ein Brechungsindex von 1.36-1.46
[Heh40, Pie76] verwendet. In Abbildung 54 sind die Spektren von
¥ und A flr die einzeln aufgebauten Schichten, die unter Puffer-
l16sung gemessen wurde, gezeigt. Uber die Anzahl der Maxima in
einem Spektrum lassen sich Aussagen Uber die Schichtdicke
machen. Je mehr Extremwerte in einem Spektrum zu sehen sind,
umso dicker ist die Schicht. Hier wird jeweils nur ein Maximum be-
obachtet, so dass es sich um einen dinnen Film handelt. Verandert
man die Dicke des Films langsam durch Anbindung einer weiteren
Schicht, zeigt sich in den beiden Spektren ¥ und A eine Ver-
schiebung zu héheren Wellenlangen. Der Einfluss der Progesteron-
und schlieBlich Antikérperanbindung ist in Abbildung 54 erst mit
der letzten Schicht, der Bindung des Antikérpers, mit einer deutli-
chen Verschiebung zu héheren Wellenlangen zu erkennen. Das Mi-
nimum der ¥- Werte verschiebt sich dabei von 430 nm auf 450
nm, wahrend das A-Spektrum um 10 nm zu hdheren Wellenldnge
verschoben wird. In Abbildung 55 sind die gemessenen ¥ und A-
Spektren flr die Messungen an Luft aufgetragen. Auch hier wird
mit zunehmender Schichtdicke das Spektrum zu héheren Wellen-
langen verschoben, allerdings nicht in der Deutlichkeit wie bei den
Messungen unter Pufferlésung. Die W¥-Werte verschieben sich
gerade um 5 nm und die A-Werte um 10 nm fir den letzten Immo-
bilisierungsschritt, die Antikérperbindung.
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Abb. 54: Gemessene ellipsometrische Winkel ¥ und A der einzelnen Schichten
unter PBS in Abhangigkeit von A.
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Abb. 55: An Luft gemessene ellipsometrische Winkel ¥ und A der einzelnen
Schichten in Abhdngigkeit von A.

In Abbildung 56 sind die Schichtdicken flr die einzeln aufgebauten
Filme mit den oxidierten Wafern an Luft und in PBS gegenlberge-
stellt.
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Abb. 56: Ellipsometriemessungen des Schichtenaufbaus eines Immunoassays
unter Luft und PBS.

Links mit den hellgrauen Balken sind die an Luft gemessenen
Schichtdicken dargestellt, rechts davon mit den dunkelgrauen Bal-
ken die unter PBS gemessenen Schichtdicken. Die Messungen an
Luft ergaben dabei flir den AMD-Film eine Schichtdicke von 9 nm.
Die Messungen in Pufferlésung hingegen zeigen eine starke Quel-
lung der AMD-Schicht mit einer Zunahme der Filmdicke auf 49.11
nm. Die darauffolgende Immobilisierung des Progesteronderivates
bewirkte bei der Messung an Luft nur eine geringe Zunahme um
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1.89 nm auf 10.89 nm. Fur die Messung in PBS ergab sich nur eine
geringflugig starkere Zunahme um 2.12 nm auf 51.32 nm. Die
kaum merkliche Verschiebung der Spektren ¥ und A deutete schon
auf eine geringe Zunahme der Schichtdicke hin. Als letzter Schritt
konnte nun der Antikdérper an das immobilisierte Progesteronderi-
vat anbinden. Dabei wurde flr die Messungen an Luft eine Schicht-
dicke von 14.81 nm erhalten. Dagegen zeigte die Messung in PBS
eine starke Zunahme der Schichtdicke auf 71.35 nm. Dies ist auch
in den Spektren ¥ und A in Abbildung 54 und 55 als deutliche Ver-
schiebung der Spektren zu héheren Wellenlangen zu beobachten.

Der Verlauf der ellipsometrischen Winkel ¥ und A in Abhdngigkeit
von der Wellenldnge ist flr den nativen Wafer in Pufferlésung in
Abbildung 57 aufgetragen. Fir die W-Werte wird mit Im-
mobilisierung des Progesterons eine leichte Zunahme verzeichnet,
wahrend die Bindung des Antikérpers mit einer starken Ver-
schiebung klar zu erkennen ist. Bei den A-Werten wird hingegen
nach Immobilisierung von Progesteron und anschlieBende Antikor-
perbindung eine Verschiebung der Spektrum zu kleineren A-Werten
registriert. Eine Verschiebung zu hdheren Wellenlangen kann hier
nicht genau erkannt werden, da keine charakteristischen Extrem-
werte vorhanden sind. Zusatzlich sind in Abbildungen 57 und 58
die simulierten ¥ und A-Spektren mit aufgetragen. In Abbildung 58
sind die ellipsometrischen Winkel flr die Messungen an Luft abge-
bildet. Die Verschiebung der Spektren sowohl fur die W- als auch
fir die A-Werte ist in den Abbildungen gut zu beobachten. Beson-
ders auffallig ist hier die Anderung der A-Werte nach Anbindung
des Antikorpers. Auch bei den Messungen an Luft kann keine Ver-
schiebung zu héheren Wellenlangen festgestellt werden, aufgrund
des fehlenden Extremum, die wiederum aufgrund der niedrigen
Schichtdicke fehlen. In Abbildung 59 sind die elliptischen Messun-
gen fir den nativen Wafer an Luft und unter PBS gegenuberge-
stellt. Fir die Aminodextranschicht wurde hier an Luft eine Dicke
von 7.68 nm gemessen, wahrend unter PBS eine Filmdicke von
8.95 nm erhalten wurde. Nach Immobilisierung des Progesteronde-
rivates wurde fur die Luftmessung eine Dicke von 8.76 nm und flr
PBS eine Dicke von 9.85 nm gemessen. Nach Anbindung des Anti-
gens bzw. Antikérpers wurde sowohl fir die Messung an Luft und
unter PBS eine gut erkennbare Zunahme der Schichtdicke regist-
riert. Die Messung an Luft ergab dabei eine Dicke von 15.53 nm
und flr die Flissigmessung erhohte sich die Filmdicke auf 19.72
nm.
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Abb. 57: Gemessene und simulierte ellipsometrischen Winkel unter PBS des
nativen Wafers.
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Abb.58: An Luft gemessene und simulierte ellipsometrische Winkel des nativen

Wafers.
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Abb. 59: Ellipsometrische Messungen an Luft und PBS.
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Zusammenfassung

Flr die oxidierten Wafer ist also eine Zunahme der Schichtdicke mit
den einzelnen Immobilisierungsschritten gut zu beobachten. Zu-
dem ist auch gut zu sehen, dass die Aminodextranschicht in flissi-
ger Phase stark quillt und somit in diesem Fall der Antikérper Uber
das gesamte Volumen binden kann. Auch flr den nativen Wafer
ldsst sich eine gute Zunahme der Schichtdicke mit den einzelnen
Immobilisationsschritten erkennen. Ebenso wie bei den oxidierten
Wafern ist auch bei den nativen eine Differenz zwischen den Mes-
sungen an Luft und unter PBS zu sehen. Allerdings stellt man beim
Vergleich der Abbildungen 59 mit 56 fest, dass die Zunahme der
Schichtdicke bei den oxidierten Wafer, vor allem flr die Messungen
mit PBS, starker ist als flir den nativen Wafer. Der Grund daflr
kdnnte wie schon bei vorigen ellipsometrischen Messungen an einer
effektiveren Silanisierung der oxidierten Wafer liegen (vgl. Kapitel
4.2.1) und zum anderen daran, dass flr die Messungen mit den
nativen Siliziumdioxidfilmen wiederum das Null-Ellipsometer ver-
wendet wurde. Messpunkte oberhalb einer Wellenlange von 750 nm
waren teilweise so stark verrauscht, dass sie hier vernachlassigt
wurden. Dies betrifft vor allem die nativen Wafern, hier wurde der
Wellenldngenbereich von 750-800 nm vernachlassigt.
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4.2.2 Untersuchtes Prostata- spezifische Antigen mittels
Ellipsometrie

In diesem Kapitel wurde die Schichtdickenanderung bei der Prapa-
ration eines PSA Immunoassays mittels Ellipsometrie untersucht.
Der EiweiBstoff PSA wird in der Prostata produziert und dessen
Wert dient in der Medizin als Nachweis bei Verdacht bzw.
bestehenden Prostatakrebs. Fir die Charakterisierung der opti-
schen Schichten eines entwickelten Immunoassays wurden ellip-
sometrisch Messungen durchgefihrt. Dabei wurde eine Oberflache
basierend auf Aminodextran (AMD) gewahlt. Flir eine Regeneration
der Oberflache wurde eine 0.5 %ige SDS-Lésung mit pH 1.8 in
Kombination mit Acetonitril/Propionsaure-L6sung eingesetzt,
[Kap74].

Die folgenden Ergebnisse stammen von Messungen mit dem spekt-
ralen Ellipsometer und wurden an Luft (,trocken™) durchgefihrt. In
Abbildung 60 sind die Schichtdickenanderungen wahrend des Pra-
parationsverlaufes von jeweils zwei identischen Wafern zu ent-
nehmen. Bei den Wafern mit der Bezeichnung A handelt es sich um
native Wafer, wahrend es sich bei der Bezeichnung B um bedamp-
fte Wafer handelt. Nach der Silanisierung wurde ausschlieBlich ein
nativer Wafer mit GOPTS gemessen. Die Zunahme der Schichtdicke
durch Immobilisierung von Aminodextrans kann daher nur fir den
Wafer A; quantifiziert werden, und ergab eine Zunahme der
Schichtdicke um 2.4 nm. Durch Umfunktionalisieren des Amino-
dextrans mit Glutarsaureanhydrid ergab sich nur eine geringfligige
Anderung der Schichtdicke. Die Kopplung des Antigens hingegen
fUhrte zu einer deutlichen Zunahme der Schichtdicke um etwa 10.1
nm. Diese Zunahme lasst sich nur Uber die Struktur des Antigens
(34 kDa) erklaren. Da die Immobilisierung des Antigens Gber Nacht
erfolgte, quoll das Dextran auf und das Antigen konnte so Uber das
gesamte Volumen der Oberflache binden. Dadurch wurden die An-
tigene in mehreren Schichtlagen Ubereinander gebunden und dies
hatte eine hohe Anderung der Schichtdicke an Luft zufolge. AuBer-
dem bewirkt die Einlagerung der Proteine zusatzlich eine starke
Anderung des Brechungsindexes der sensitiven Schicht (Abb. 61).
Der Regenerationsschritt mit SDS-L6ésung bewirkte bei den be-
dampften Wafern eine geringe erkennbare Anderung, fiir die nati-
ven Wafer ergab sich eine etwas deutlichere Abnahme der Schicht-
dicke um etwa 2.9 nm. Die Abnahme der Schichtdicke ist damit zu
begriinden, dass bei der Regeneration nicht gebundene bzw. lose
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Antigenmoleklle entfernt werden. Der letzte Schritt der Antikdper-
bindung lies sowohl bei den nativen als auch bei den bedampften
Wafern lediglich eine Schichtenanderung um etwa 2 nm erkennen.
Diese Zunahme ist fir einen Antikdrper mit einer GréBe von etwa
150 kDa sehr schwach. Um die Langlebigkeit der sensitiven PSA-
Schichten zu Uberprifen, wurden die sensitiven Schichten nach 6
Tage erneut gemessen. Aus Abbildung 60 ist zu entnehmen, dass
sich die sensitive Schicht in a) im Mittel um etwa 0.4 nm und in b)
nur um zirka 0.2 nm, so dass die Schicht als relativ stabil, flr den
Zeitraum von einer Woche, angesehen werden kann.

12
| [ Wafer A,

144 | Wafer A2

GOPTS AMD AMD (funk.) Antigen SDS Antikorper nach 6 Tagen

4 b)
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Abb. 60: Anderung der Schichtdicke wahrend der Préparation von jeweils zwei a)
nativen Wafern und b) oxidierten Wafern.
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Abb. 61: Realteil des Brechungsindexes der bedampften Wafer im Verlauf der
Praparation.

Zusammenfassung

SchlieBlich lasst sich sagen, dass sich flr die eingesetzten nativen
Wafer allgemein eine etwas geringere Schichtdicke ergab, als bei
den mit Oxid bedampften Wafern. Die Schichtdickenschwankungen
innerhalb der nativen und oxidierten Wafer sind auf die manuelle
Praparation und die damit verbundenen Geschicke der praparieren-
den Person zurlckzuflhren. Speziell bei Betrachtung der AMD-
Schicht erhalt man bei den nativen Wafern eine Schichtdicke im
Mittel um 4.4 nm wahrend bei den mit Oxid bedampften Wafern im
Mittel um etwa 7.3 nm. Dies kann zum einen an einer effektiveren
Silanisierung der bedampften Wafer liegen, was auch schon in
vorangegangene Dissertationen beobachtet wurde [Her75], zum
anderen wie schon im vorangegangenen Kapitel, dass zur Messung
der nativen Wafer das Null-Ellipsometer Anwendung fand, welches
bei kleinen Schichtdicken (wie hier der Fall), genauere Ergebnisse
liefert (vgl. Messbereich). Letzteres ist eventuell auch eine Erkla-
rung daflir, dass bei den nativen Wafern eine Schichtdickenabnah-
me nach dem SDS-Schritt zu beobachten war. Eine Erklarung fur
das Ausbleiben der Schichtdickenzunahme bei Kopplung des Anti-
kdrpers kénnte sein, dass der Antikdérper nicht gebunden hat oder
nur im sehr geringen AusmaB. In Anbetracht der GréBe des Anti-
kdrpers, die nahezu das zehnfache MaB im Vergleich zum Antigen
aufweist, sollte diese Schichtdickenzunahme deutlich zu erkennen
sein. Zusatzlich untermauert wird diese Annahme der ausgebliebe-
nen Kopplung des Antikérpers durch den Verlauf des Brechungsin-
dex. Dieser bleibt nach Kopplung des Antigens mit einer Anderung
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von 0.0126 fur Wafer B; und mit 0.0121 fir Wafer B, nahezu unve-
randert. Eine andere Erklarung flir das Ausbleiben der Schichtzu-
nahme koénnte sein, dass die Messungen an Luft durchgefihrt wor-
den sind. Dies kann zur Denaturierung bzw. zum Verlust der drei-
dimensionalen Struktur des Antikérpers fihren, z. B. durch ,Abkni-
cken" der Proteinketten. Daraus wurde bei der Messung eine gerin-
ge Schichtendickenanderung resultieren. SchlieBlich kdnnte als
letzt genannter Grund flr das Ausbleiben der Schichtdickenande-
rung sein, dass das immobilisierte Dextran mit der Luftfeuchtigkeit
ein Hydrogel bildet, in das die Antikdrper hinein diffundieren
kdnnen und damit die Antikdrperkopplung nur eine geringe
Schichtdickenanderung zur Folge hat.
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4.2.3 Bestimmung der Affinitat des Sv40

Die Bindung des Affenvirus 40 an die Zelloberflache erfolgt Uber
den Gangliosidrezeptor GM1 [Low77, Tsa78]. In diesem Teil der
Arbeit wurden die thermodynamischen GréBen von SV40 an den
GM1 Rezeptor bestimmt. Daflir kam die Isotherme Titrations-
Kalorimetrie zum Einsatz. Die Messungen wurden mit einer Kon-
zentration des Proteinmonomers VP1 von 1 mM durchgeflhrt. Dies
war mit ¢ = 1 (Gl. 22) der niedrigste erstrebenswerte Signalbe-
reich, aber gleichzeitig die hdochste Konzentration an VP1 Protein,
die erzielt werden konnte, ohne Verlust durch Ausfallen des VP1 im
Puffer. In Abbildung 62a) ist das zeitabhangige Leistungssignale
der Titration von GM1 zu VP1 und in Abbildung 62b) die Referenz-
messung von GM1 und Puffer gezeigt. Dabei wurden jeweils 23 x
12 yL an a) 3.78 mM und b) 3.72 mM GM1 zu einem Volumen von
jeweils 270 pL Protein- bzw. Pufferlésung titriert.
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Abb. 62: Zeitabhangige Titrationssignale von GM1 zu a) 0.9 mM Sv40 VP1 und
b) Puffer bei 293.1 K.

Obwohl die hdchstmdéglichste Proteinkonzentration an SV40 VP1
eingesetzt worden ist, wurden nur etwa 40% aller Bindungsstellen
besetzt. Zusatzlich ist zu erwahnen, dass erst nach Herstellung
einer Zuckerlésung von 1 mM GM1 eine Bestimmung der Bindungs-
konstante mdglich war und erst mit einer Lésung an GM1 von 5
mM eine vollstandige Besetzung der Bindungsstellen erreicht
wurde. In Abbildung 63 sind die integrierten Werte der Titrations-
signale aus Abbildung 62a) aufgetragen. AnschlieBend wurde ein
Fit durch die Werte gelegt um die Bindungskonstante zu
bestimmen. Die beiden eingekreisten Werte wurden bei der Be-
rechnung der Bindungskonstante und Enthalpiebestimmung nicht
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beachtet. Aus dem Kurvenfit wurde dabei Bindungskonstante von
etwa 1 mM bestimmt.
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Abb. 63: Integrierte Titrationssignale.

Trotz der schwachen Bindung ist dennoch eine aussagekraftige Be-
stimmung der Bindungskonstanten moglich [Tur79, Tel79], wenn
die Stéchiometrie der Bindung bekannt ist. Im Fall der Wechselwir-
kung von GM1 und SV40 VP1 haben wir eine 1:1 Stéchiometrie.

Aus der erhaltenen Enthalpie und Gleichung 23 kann nun auch die
freie Standardenthalpie AG®° und die Entropie AS° (Gl. 14) der
Reaktion bestimmt werden (Tabelle 2). Fir die Messung in Ab-
bildung 62 ergeben sich mit einer Enthalpie von -4.6 J/mol und
einer Bindungskonstanten von 1 mM folgende thermodynamischen
Werte:

AG®° AS°

-17.75 kJ 44.89 ml/mol-K

Tabelle 2: Berechnete thermodynamischen GréBen.

Zu beachten ist hier, dass von der Software des Kalorimeters hier
eine positive Enthalpie ausgegeben wird (Kapitel 2.1.4.1), obwohl
es sich um eine negative Enthalpie, wie oben angegeben, handelt.
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Da speziell die Affinitat einer Bindungsseite des SV40 VP1 an den
GM1-Rezeptor untersucht wurde, soll hier Uber erhaltene Réntgen-
strukturen (gelést von Frau Dipl. Biochem. Ursula Neu und Herrn
Prof. T. Stehle), die genauen Bindungsverhaltnisse des SvV40 VP-
GM1 Komplexes in den folgenden Abbildungen erlautert werden.
Dabei werden die Bindungen in den folgenden Abbildungen aus
verschiedenen Betrachtungspositionen gezeigt. Wasserstoffbri-
ckenbindungen werden gestrichelt und Molekilenden, die mit dem
Zucker wechselwirken, Stabformig dargestellt. Grau schattiert ist
eine Kavitat zwischen einem VP1 Monomer und seinem im Uhrzei-
gersinn angeordneten Nachbarmolekllen. Der GM1-Ligand bindet
dabei an die BC-, DE- und HI-Schleife des VP1 (Abb. 64), die eine
Art ,,Furche" bilden. Die beiden Zweige des GM1, NeuNAc und Gal-
B(1,3)-GalNAc stellen dabei die Bindung zu VP1 her, wahrend der
Stamm Gal-(B81,4)-Glc des GM1, welcher normalerweise in der
Zellmembran verankert ist, vom Protein weg zeigt und keinen Kon-
takt zu VP1 hat. Die beiden Zweige NeuNAc und Gal-(B1,3)-GalNAc
liegen in einer Bogenform Uber dem VP1, mit einer Bindungsstelle
NeuNAc und Gal auf jeweils einer Halfte. Aus Abbildung 64 lasst
sich auch gut die Wechselwirkung des NeuNAc mit der HI-, BC1-
und mit einem Rest der BC2-Schleife erkennen.

BC2-Schleife
UZS)

*Abb. 64: Dargestellt ist ein VP1 Monomer in blau, wahrend die im und gegen
den Uhrzeigersinn angeordneten Nachbarmolekiile graufarbig sind.
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Abb. 65: N-Acetylneuraminsdaure (NeuNACc)

Die Carboxylgruppe des NeuNAc (Abb. 65) zeigt in Richtung der HI-
Schleife und bildet mit den proteinogenen Aminosauren Ser274 und
Thr276 Wasserstoffbriickenbindungen (Abb. 66). Die Methylgruppe
des N-Acetyls liegt in einer Vertiefung entlang der Aminosauren
Phe270, Leu65 und Phe75. Die Glycerin-Seitenkette liegt hingegen
in einer Vertiefung an der Oberflache und wechselwirkt Uber die
drei Hydroxylgruppen mit den Aminosdauren der BC1l- und BC2-
Schleife des VP1.
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*Abb. 66: Dargestellt ist die Verbindung zwischen NeuNAc und SV40 VP1.

In Abbildung 67 ist das Bindungsverhaltnis des Zweiges Gal-(81,3)-
GalNAc mit dem VP1 sichtbar dargestellt. Dabei besteht eine
Wechselwirkung mit der HI-, BC2- und der gegen den Uhrzeiger-
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sinn angeordneten DE-Schleife. Die meisten Wasserstoffbricken-
bindungen werden dabei von Gal gebildet, das mit Ser68 und
GIn84 der BC-Schleife, mit dem Ala70 der BC-Schleife und mit dem
Asn138 der DE-Schleife wechselwirkt. Der GalNAc Teil ist nicht
direkt an den Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt, jedoch be-
steht ein Kontakt zwischen der N-Acetyl-Gruppe und den Amino-
sauren Ser274 und Thr276.

/\BCLSchleife

/

*Abb. 67: Dargestellt ist die Verbindung zwischen Gal-81,3-GalNAc und SV40
VP1.

Zusammenfassung

Es kann also gezeigt werden, dass die Affinitdtsmessungen mit der
Isothermen Titrations-Kalorimetrie eine Wechselwirkung des GM1
mit dem VP1 zeigt. Da es sich um eine schwache Bindung handelt,
ergaben sich fur wiederholte Messungen etwas abweichende Bin-
dungskonstanten. Somit kann nur ein Bereich von 1-5 mM flr die
Bindungskonstante des SV40 Viruses mit dem GM1 Gangliosid
Rezeptor angegeben werden. Die schwache Affinitat erlaubt keine
Aussage Uber eine Kooperativitat. Der SvV40 VP1-GM1 Komplex,
wie in den Abbildungen gezeigt, weist auBerdem dabei verblliffende
Parallelen zum Cholera-Toxin auf, welches denselben Zellzugangs-
pfad benutzt und das GM1 in derselben Konformation bindet
[Acq79, Bro80, Mer81].
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4.2.4 Charakterisierung der Membranlipide
4.2.4.1 Untersuchungen der Lipide mittels AFM

Zwei unterschiedliche Membranlipide DMPE und DPPE wurden im
Bezug auf die Wechselwirkung mit den perfluorierten Verbindungen
PFOS und PFOA untersucht. Dazu wurden Methoden wie AFM (Ras-
terkraftmikroskopie) und RIfS eingesetzt, sowie die thermodynami-
sche Methode ITC.

Die Rasterkraftmikroskopie ist eine Methode die topographische
Informationen Uber die Rauhigkeit der Oberflache einer Probe an-
hand atomarer Krafte auf der Nanometerskala liefert. Dabei wird
eine Nadel, die sich an einer Feder, dem sogenannten Cantilever,
befindet in einem definierten Raster Uber die Oberflache der be-
trachteten Probe geflhrt. Abhangig von der Oberflachenstruktur
und der Position wird die Feder ausgelenkt. Durch das punktweise
Aufzeichnen der Auslenkung lasst sich ein Bild der Oberflachen-
struktur der betrachten Probe erzeugen [Bin80].

Die Phospholipidschichten wurden auf Interferenzglas, das spater
fir die RIfS-Messungen bendtigt wurde, aufgebracht. Um einen
Eindruck Uber die Beschichtung der Glas-Wafer zu bekommen,
wurde die Rasterkraftmikroskopie eingesetzt. Auf den Abbildungen
68 und 69 sind jeweils zwei AFM-Aufnahmen der Membranlipide
DMPE und DPPE dargestellt. Fir die Aufnahmen wurden jeweils
zwei verschiedene Scanbereiche gewahlt. Flr beide Schichten
konnte wie auf den Abbildungen zu erkennen ist, eine erfolgreiche
Beschichtung der Glas-Wafer festgestellt werden. Dies bestatigt vor
allem der Vergleich der AFM-Aufhahmen mit einem nicht be-
schichteten Glas-Wafer (Abb. 70). Vergleicht man die beiden Phos-
pholipidschichten miteinander (Abb. 68 mit Abb. 69), so erscheint
die DPPC-Schicht fur den ausgewahlten Scanbereich etwas inho-
mogener als die DMPE-Schicht. Im Scanbereich der DPPC-Schicht
(Abb. 69) sind abwechselnd einige helle und dunkle Stellen zu er-
kennen, wahrend auf dem Scanbereich der DMPE-Schicht durchge-
hend dunkle Stellen zu beobachten sind (Abb. 68). Allgemein ist
aber flr beide Membranlipidschichten eine eher ungleichmaBige
Oberflachenstruktur in den aufgenommenen AFM-Scanbereichen zu
erkennen.
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Abb. 68: Die beiden AFM-Bilder zeigen die DMPE-Schicht auf einem Glas-Wafer,
mit einem Scan-Bereich von 1 um (oben) und 500 nm (unten).
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Abb. 69: Diese beiden AFM-Bilder zeigen die DPPC-Schicht auf einem Glas-
Wafer, mit einem Scan-Bereich von 5 um (oben) und 1 pm (unten).
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Abb. 70: AFM-Aufnahme eines unbeschichteten Glas-Wafers.
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4.2.4.2 Untersuchungen der Lipide anhand der ITC

Als nachstes wurde anhand von thermodynamischen Messungen
mit dem Kalorimeter, untersucht, ob eine Wechselwirkung zwischen
den Membranlipiden und den Analyten PFOS und PFOA stattfindet.
Bei Vorhandensein einer Wechselwirkung ist dies durch die Entste-
hung von Warmesignalen zu erkennen. Daflir wurde ein beschich-
teter Wafer mit dem Phospholipid DMPE in die Messzelle des Kalo-
rimeters eingefligt. Die Referenzzelle blieb in diesem Fall leer, da
hier kein Losungsmittel oder Puffer verwendet wurde, sondern di-
rekt der beschichtete Wafer in die entsprechende Zelle gegeben
wurde. Dies hat den Vorteil, dass keine unerwlinschten Wechsel-
wirkungen mit einem Lésungsmittel oder Puffer stattfinden und die
eigentliche Messung dadurch beeintrachtigen kénnten. Es musste
lediglich eine Wechselwirkung mit den Glas-Wafern ausgeschlossen
werden. Dazu wurden die entsprechenden Referenzmessungen mit
den unbeschichteten Wafern durchgeftuhrt. In Abbildung 71a) ist
das zeitabhangige Titrations-Leistungssignal der Wechselwirkung
von PFOA und DMPE gezeigt. Dabei wurden positive Warmesignale
erhalten, die mit der Zeit abnehmen. Nach der ersten Titration ist
eine starke Abnahme der Signalintensitéat um mehr als die Halfte
des Leistungssignals zu beobachten, nach weiteren drei Titrationen
vermindert sich die Intensitdt nochmals um etwa die Halfte bis
schlieBlich eine Sattigung eintritt. Da das Analytmolekil PFOA
strukturell sehr groB ist, muss dies nicht bedeuten dass alle
Bindungsstellen besetzt wurden und kdnnte eine Erklarung fur die
starke Intensitdtsabnahme nach nur wenigen Titrationsschritten
sein. Die Referenzmessung von PFOA mit den Glassubstraten lasst
keine nennenswerte Wechselwirkung erkennen (Abb. 71b)).
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Abb. 71: 11 uL PFOA (0,6 pmol/L) wurden zu einem beschichten Glas-Wafer mit
dem Membranlipid DMPE titriert a). In b) ist die entsprechende Referenzmessung
mit einem unbeschichteten Glas-Wafer dargestellt.
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Abb. 72: Integrierte Titrationssignale der ITC-Messung von DMPE mit PFOA.

Wahrend mit PFOA ein positives Warmesignal erhalten wurde, zeigt
die Wechselwirkung von DMPE mit PFOS ein negatives Signal (Abb.
73a). Auch hier nimmt das Leistungssignal mit der Zeit ab. Ebenso
wurde eine Referenzmessung mit dem verwendeten Glas-Wafer
durchgeftuhrt. Wie in Abbildung 73b) zu erkennen, findet man auch

hier nur ein schwaches Warmesignal, das etwas starker als in Ab-
bildung 71b) ist.



Ergebnisse und Diskussion 101

201

2104

154 104

Leistungssignal / uW
Leistungssignal / pyW

20

5] ) 0. W

0 2 4 6 8 0 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit / Stunden Zeit / Stunden

Abb. 73: 11 pL PFOS (3,6 pmol/L) wurden zu einem beschichten Wafer mit dem
Lipid DMPE titriert (a). In b) ist die Referenzmessung mit dem nicht be-
schichteten Wafer zu sehen.
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Abb. 74: Integrierte Titrationssignale der ITC-Messung von DMPE mit PFOS.

In beiden Messungen kann eine Wechselwirkung der Analyten mit
den Membranlipiden festgestellt werden. Bei Auftragung der integ-
rierten Titrationssignale erhalt man dabei flr die Warmemenge von
DMPE mit PFOA einen Wert von 8.42 m] (Abb. 72), wahrend flr
PFOS eine Warmemenge von -9.83 ml] (Abb. 74) erreicht wird.
Dies bedeutet dass bei der Reaktion des Lipids mit PFOA Warme
frei wird, es handelt sich also um eine exotherme Reaktion,
wahrend bei der Reaktion des Membranlipids DMPE mit PFOS War-

me aufgenommen wird, und damit eine endotherme Reaktion vor-
liegt.
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Betrachtet man die Struktur der Analyten PFOA, PFOS und die des
Membranlipids DMPE, so lasst sich vermuten dass die beiden Ana-
lytmoleklile mit der funktionellen Gruppe des DMPE, dem Ethano-
lamin (Abb. 14), eine Wasserstoffbriickenbindung eingehen. Im
Gegensatz zum PFOA hat das PFOS Molekil am Schwefelatom zwei
doppelt gebundene Sauerstoffatome neben der Hydroxylgruppe
(Abb. 15). Somit kdénnte die Wechselwirkungsreaktion sterisch ge-
hinderter sein als beim PFOA. Das positive Energiesignal des PFOA-
Moleklls (Abb. 71) im Vergleich zum PFOS, kdnnte dabei eine Fol-
ge der besser zuganglichen funktionellen Carboxylgruppe des Ana-
lytmolekulls PFOA sein.

4.2.4.3 Untersuchungen der Lipide mittels RIfS

Flr die Untersuchung der Membranlipide DMPE und DPPC auf spe-
zifische bzw. unspezifische Wechselwirkung mit den Analytmolekii-
len wurde die Reflektometrische Interferenzspektroskopie einge-
setzt. Die erste Messung erfolgte mit dem Vergleichsmolekil Oval-
bumin und den beiden Membranlipiden DPPC und DMPE. Es wurden
dabei jeweils 1 mg/mL Ovalbumin mit einem mit DMPE und DPPC
beschichteten Wafer vermessen. In Abbildung 75 ist das Bindungs-
signal mit der unspezifischen Wechselwirkung von Ovalbumin mit
dem Membranlipid DMPE gezeigt, wahrend Abbildung 76 die unspe-
zifische Wechselwirkung von Ovalbumin mit der DPPC-Schicht ge-
zeigt verdeutlicht.
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Abb. 75: RIfS-Messung mit Ovalbumin und einem mit DPPC beschichteten Glas-
Wafer.
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Abb. 76: RIfS-Messung mit Ovalbumin und einem mit DMPE beschichteten Glas-
Wafer.

Fir die Phospholipidschicht DPPC ergab sich dabei eine Anderung
der optischen Schichtdicke um 0.35 nm und flir die DMPE-Schicht
eine Schichtdickendnderung um etwa 0.5 nm. Somit bewirkt das
Ovalbumin eine um zirka 0.15 nm starkere Schichtdickenanderung
bei DMPE als bei dem Membranlipid DPPC. Abbildung 77 zeigt die
RIfS-Messung mit Perfluoroctansaure (PFOA) und einen mit DPPC
beschichteten Wafer. Es wurden 100 uL/mL PFOA Uber die DPPC-
Schicht gelassen und dabei eine optische Schichtdickenanderung
von etwa 0.06 nm erhalten. Somit ist die Schichtdickenanderung
fur die unspezifische Wechselwirkung mit Ovalbumin um rund 0.29
nm grdBer als fur die Wechselwirkung mit PFOA.
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Abb. 77: RIFS-Messung mit PFOA und einem DPPC beschichtet Glas-Wafer.

Zusammenfassung

Es konnte mit den AFM-Messungen gezeigt werden, dass eine
Beschichtung der Glas-Wafer stattgefunden hat. Flr den ausge-
wahlten AFM-Scanbereich wirkt die DMPE-Lipidschicht im Vergleich
zum der DPPC-Schicht etwas homogener. Die folgenden Messungen
zur Isothermen Titrations-Kalorimetrie zeigten, dass eine Wechsel-
wirkung zwischen den Analyten PFOA und PFOS und dem Memb-
ranlipid DMPE stattfindet. Wahrend aber PFOA exotherm mit der
Lipidschicht reagierte wurde flir PFOS eine endotherme Wechsel-
wirkung gemessen. Schlussendlich aber zeigten die RIfS-
Messungen, dass die Wechselwirkungen der Membranlipide sehr
unspezifisch sind. Zukinftige Arbeiten auf diesem Gebiet mussten
eine Entwicklung spezifisch bindender Membranlipide beinhalten,
dies kénnte zum Beispiel durch die Modifizierung der Membranlipi-
de erreicht werden.
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4.2.5 Affinitatsbestimmung von Ubiquitin mit Peptiden

Ein potentieller Binder fir Ubiquitin mit der Peptidsequenz
WGLRALESRW-DRYYF-NH>, wurde 2004 mit einer Bindungs-
konstante von 12 = 4 uM, veréffentlicht [Red81]. Allerdings ist
dieses Peptid kein natlrlicher Binder. Ein natlrlicher Ubiquitinbin-
der im niederen Mikromolarbereich war bis dahin noch nicht be-
kannt. In dieser Arbeit wurde die Bindungskonstante mittels der
ITC bestimmt. Um vergleichbare Ergebnisse im Bezug auf die
verdffentlichten Bindungskonstanten zu gewahrleisten, wurde das
verotffentlichte Peptid WGLRALESRWDRYYF-NH, (2017 Dalton) und
das ebenfalls ,bindende™ Peptid RWDRYYF-NH, (1.1 kDalton)
synthetisiert, und mit dem aus menschlichem UCH-L3 erhaltenen
Peptid DPDELRFNAIAL-NH, (1.7 kDalton) verglichen [Rot54]. In
Abbildung 78 ist die Ubiquitin-Peptid Wechselwirkung graphisch
dargestellt. Alle gewahlten Peptidsequenzen wechselwirken dabei
mit derselben ,Bindungsfurche® nahe dem C-Terminus des
Ubiquitins.

Ubiquitin

X G

4—— Peptid Ligand ——*

#Abb. 78: Darstellung die Ubiquitin-Peptid Wechselwirkung. In Banderstruktur ist
das Ubiquitin und in dunkelgrau der Peptid Ligand (DPDELRFNAIAL) graphisch
gezeigt.

Die ITC-Messungen wurden bei 293 K, mit einer 500 yL Hamilton
Spritze und 1 mL Reaktion- bzw. ReferenzgefaBe durchgeflihrt. Die
Stochiometrie der Reaktion ist mit einem Verhaltnis von 1:1 be-
kannt. Die langen Messzeiten zwischen den einzelnen Titrationen
wurden entsprechend so gewahlt, um die Genauigkeit der Messung
zu sichern. Die ITC-Messungen wurden kalibriert und die
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Referenzmessungen erfolgten durch Titration der Peptide zu PBS
und Puffer zu Ubiquitin. Die Referenzmessungen erfolgten durch
Titration der Peptide zu PBS und Puffer zu Ubiquitin.

In Abbildung 79 und 80 sind jeweils in den oberen Halften die zeit-
lich aufgeldsten Leistungssignale und darunter jeweils die integrier-
ten Leistungssignale in Abhdangigkeit des Molverhaltnises darges-
tellt. Das Rauschen der Basislinie macht sich aufgrund der niedri-
gen Signalintensitat etwas starker bemerkbar.
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Abb. 79: Dargestellt sind die zeitlich aufgeldsten Leistungssignale sowie die in-
tegrierten Titrationssignale mit Kurvenfit der Peptide a) DPDELRFNAIAL-NH, b)
WGLRALESRWDRYYF-NH, mit Ubiquitin.

Durch Integration der Leistungssignale konnte die Enthalpie und
durch Kurvenfit der jeweiligen Spektren in Abbildung 79 und 80
daraus die Bindungskonstante (Gl. 23) der drei ausgewahlten Pep-
tide bestimmt werden. Die Auswertung der Daten und Bestimmung
der Bindungskonstanten erfolgte dabei wie in Kapitel 4.2.3.
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Abb. 80: Dargestellt sind die zeitlich aufgelésten Leistungssignale sowie die in-
tegrierten Titrationssignale mit Kurvenfit von RWDRYYF-NH, mit Ubiquitin.

Der eingekreiste Wert in Abb. 79a) wurde bei der Berechnung der
Bindungskonstante ausgeschlossen. Anhand der Ergebnisse der
Kalorimetriemessungen konnten die verdéffentlichten Bindungs-
konstanten bestatigt werden, und im Falle des Binders RWDRYYF-
NH, sogar eine bessere Affinitat bestimmt werden. In Tabelle 3
sind die erhaltenen Bindungskonstanten flr die Peptide aufge-
listet.
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Gemessene Veroffentliche
Peptidsequenzen Bindungskonstante Bindungskonstante in
in uM MM
DPDELRFNAIAL- 10 £ 2 i
NH,
WGLRALESRWDRY
+ +
YE-NH, 13+ 2 12 +4
RWDRYYF-NH, 17 +4 33+£5

Tabelle 3: Gemessene und veroéffentlichte Bindungskonstanten im Vergleich.

Das Dodecapeptid DPDELRFNAIAL-NH> aus der humanen Ubiquitin
Carboxyhydrolase zeigt im Vergleich zum veréffentlichten Pentade-
kapeptid WGLRALESRWDRYYF-NH, eine etwas bessere Affinitat von
10 £ 2 pM.

Zusammenfassung

Ein neuer peptidischer Ligand sollte fiir das Ubiquitin identifiziert
werden. Dazu wurde das Dodecapeptid aus Kristallstrukturen von
Ubiquitin Protein-Komplexen abgeleitet. Mit der ITC konnte neben
weiteren Anwendungen wie RIfS eine Affinitat von etwa 10 uM ge-
messen werden. Das Dodecapeptid kann somit als Ubiquitin-Ligand
anerkannt und flr die Trennung von verschiedenen Ubiquitin-
polymeren verwendet werden. Die Bindungskonstante des nicht
natdrlichen Pentadekapeptides konnte bestatigt werden.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur Wechsel-
wirkung von chemischen und biochemischen Systemen mit Analyt-
molekilen durchgeflihrt, die aktuell im Forschungsbereich der Um-
welt und Medizin Interesse finden. Eine Reihe von Charakterisie-
rungsmethoden kamen dabei zum Einsatz. Flr thermodynamische
Untersuchungen wurde die Isotherme Titrations-Kalorimetrie ein-
gesetzt, wahrend fur die Oberflachencharakterisierung hauptsach-
lich die Ellipsometrie neben der AFM Anwendung fand. Desweiteren
wurden die Reflektometrische Interferenzspektroskopie, die IR-
und NMR-Spektroskopie fir die Wechselwirkungsuntersuchungen
angewendet. Die untersuchten Systeme sollen dabei zum gréBten
Teil im Bereich der Chemo- und Biosensorik als sensitive Schicht
zum Einsatz kommen.

Die Wechselwirkungen der untersuchten Systeme mit Analyt-
molekilen zeigten sich in der Kalorimetrie durch Entstehung von
Warmedifferenzen im Vergleich zum &uBeren isothermen Warme-
bad. Dabei kommt es bei Wechselwirkung entweder zur Aufnahme
oder Abgabe von Energie. Die markierungsfreie Bestimmung der
Bindungskonstante und die damit verbundene Ermittlung von
weiteren thermodynamischen GroBen wie der Bindungsenthalpie,
zeigt einer der Vorteile der Methode gegenliber den auf Markierung
einer Komponente beruhenden Messtechniken. Zudem ist auch
keine Immobilisierung auf Interferenzglas oder ahnlichen Transdu-
cern notig, wie es bei der Reflektometrische Interferenzspektrosko-
pie der Fall ist und dies gleichzeitig der ITC den Vorzug bringen
kann. Ein weiterer Vorteil gegeniber anderen Methoden ist, dass
direkt die freiwerdende bzw. aufgenommene Warme bei Wechsel-
wirkung zweier Komponenten detektiert wird. Im Bereich der bio-
chemischen und pharmazeutischen Forschung ist diese Methode
deshalb bereits ein maBgebliches Instrument flr die Untersuchung
von Ligand-Rezeptor Wechselwirkungen. Nachteile der ITC sind al-
lerdings die langen Messzeiten und die teilweise bendétigten hohen
Probenkonzentrationen.

Aus zeitaufgelésten Warmesignalen lieBen sich daraus Reaktionsab-
ldufe, wie es im Kapitel 4.1.2.1 bei Untersuchung des chemischen
PDMS-R4A Systems erfolgte, nachvollziehen. Hier konnte durch
umfassende Charakterisierung gut das Verhalten des PDMS-R4A
Systems in Wechselwirkung mit polaren Analyten besser ver-
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standen werden. Mit ITC und RIfS konnten Bindungsereignisse zeit-
lich verfolgt werden, wahrend mit IR und NMR zusatzlich Methoden
fir die Strukturaufkldarung zum Einsatz kamen. Es konnte somit
eine molekulare Erkennungsstruktur erfolgreich in ein Polymersys-
tem eingeflihrt werden. Ausblickend lasst sich hier sagen, dass
durch weitere Modifikationen des R4A-Selektors sich dadurch fir
dieses Sensorsystem eine zusatzliche Anzahl von sensorischen An-
wendungsmadglichkeiten eréffnet. Auch mit den molekular geprag-
ten Polymeren konnte eine Wechselwirkung mit Atrazin anhand der
ITC nachgewiesen werden, obwohl diese auf Grund ihrer schlechten
Loslichkeit in Wasser nur schwer zu messen waren und dies zu-
gleich der Grund war, weshalb keine RIfS-Messungen in Wasser
maoglich waren. Aus zeitlich aufgelésten Warmesignalen konnte bei
Kenntnis der molekularen Masse der Systeme und entsprechend
guter Wechselwirkungssignale nicht nur die Wechselwirkungs-
energie, sondern auch die thermodynamischen GréBen wie Enthal-
pie, Bindungskonstante, die freie Energie und die Entropie be-
stimmt bzw. berechnet werden. Dies erfolgte im Kapitel 4.3.2 bei
der Untersuchung des biochemischen Systems SV40 in Wechsel-
wirkung mit seinem Gangliosid Rezeptor GM1. Ebenso konnten flr
das System Ubiquitin in Wechselwirkung mit Peptiden Bindungs-
konstanten bestimmt werden. Hier konnte im Vergleich zu einem
bereits veroéffentlichten Pentadekapeptid eine etwas bessere Affini-
tat mit dem natlrlichen Dodecapeptid gemessen werden. Ein
weiteres biochemisch untersuchtes System waren die Phospholipi-
de, die im Rahmen des EU-Projektes BBMO untersucht wurden.
Hier konnte, nachdem mit AFM eine Beschichtung der Glaswafer
nachgewiesen wurde, zwar mit der Kalorimetrie eine Wechselwir-
kungsenergie gemessen werden, allerdings zeigte sich anhand der
RIfS-Messungen das es sich dabei um unspezifische Wechselwir-
kungen des Analyten mit den Membranlipiden handelte. Hier
kdnnte in zukilnftige Arbeiten durch zusatzliche Modifikation der
Lipide eine selektivere bzw. spezifischere Anbindung der Analyt-
molekile an die Oberflache des Sensors erreicht werden. Somit
konnte in dieser Arbeit gut gezeigt werden, dass die Kalorimetrie
fir die Untersuchung sowohl von chemischen als auch biochemi-
schen System geeignet ist, sogar Messungen im niedrigen Affini-
tatsbereich konnten erfolgreich durchgefiihrt werden. Jedoch haben
vor allem die Wechselwirkungsuntersuchungen der Phospholipide
mit den perfluorierten Verbindungen gezeigt, dass nicht zwischen
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spezifischer und unspezifischer Wechselwirkung unterschieden
werden kann. Dies wurde erst durch RIfS-Messungen deutlich.

In der Ellipsometrie zeigt sich die Wechselwirkung mit Analytmole-
killen durch die Anderung der optischen Parameter (A(n-d). Diese
Anderungen kdénnen zum einen auf die Quellung des Filmes durch
Analyteinlagerung (Ad) und zum anderen durch die Entstehung von
Mischphasen bei Analyteinlagerung, deren Dispersion sich dadurch
andern kann (An), zurlickgeflihrt werden. Die Trennung dieser bei-
den Effekte ist bei optischen Messverfahren wie z. B. RIfS nicht
madglich, deshalb sollte in dieser Arbeit die Schichtdicke und die
Dispersion von chemischen und biochemischen Schichten bei
Wechselwirkung mit Analytmolekilen untersucht werden. Die An-
wendung von Ellipsometrie flr die Untersuchung der Quellung von
Polymeren bei Wechselwirkung mit organischen L&sungsmitteln
sowie die Schichtdickenzunahme bei Antigen-Antikdrperwechsel-
wirkung konnte gut gezeigt werden. Der Brechungsindex der che-
mischen und biochemischen Systeme konnte gut mit geringen Feh-
lern bestimmt werden, wobei die Anderung durch AnalyteinfluB
meisten nur sehr gering war. Bei kleinen Konzentrationen lagen die
Anderungen sogar im Bereich der Fehler und die erwartete Tendenz
von Anstieg bzw. Abnahme ist nicht immer zu beobachten. Somit
kénnen aus den Ergebnissen der ellipsometrischen Messungen
wertvolle Informationen flir RIfS-Messungen gezogen werden.

Die Untersuchung der Polymerschicht PDMS mit chlorierten und
aromatischen organischen Verbindungen sowie der anorganischen
Verbindung HCI zeigten, in den meisten Fallen Quellverhalten, die
den bekanntesten Sorptionsmodellen entsprachen. Nur fur Salz-
saure und Phenol wurde ein Verhalten, das nicht den bekannten
Sorptionsmodellen zugewiesen werden konnte, beobachtet. Aber
hier konnte wie in Kapitel 4.1.1.1 beschrieben, eine Erklarung flr
das Quellverhalten gefunden werden. AuBerdem konnte gezeigt
werden, dass die sensitive PDMS-Schicht nicht durch die Dechlorie-
rung chlorierter Verbindungen bedingt gebildete Salzsaure ange-
griffen wird. Die ¥ und A-Werten der Spektren zeigten zudem die
charakteristischen Verschiebungen bei Schichtdickenwachstum.
Eine sensitive Wirkung des PDMS-Polymers mit organischen Analy-
ten konnte ellipsometrisch somit gut nachgewiesen werden. Als
biochemisches System wurde ellipsometrisch der systematische
Schichtenaufbau des Sensors fir Prostata-spezifisches Antigen un-
tersucht. Die Messungen erfolgten fir diesen Immunoassay an Luft



Zusammenfassung 112

und dies kdnnte zugleich einer der Grinde sein, weshalb nach Im-
mobilisierung des Antikdrpers nur eine schwache Schichtdickenzu-
nahme stattfand, obwohl die Schichtdickenzunahme um einiges
héher hatte ausfallen missen. Weitere Messungen unter Pufferl6-
sung konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt werden.
Ein weiteres biochemisches System, das mittels Ellipsometrie un-
tersucht wurde, war die Charakterisierung des Sensors flr den
Progesteron-Antikdrper. Dieses System wurde sowohl an Luft als
auch unter Pufferlésung gemessen. Es zeigt sich in den Ergebnis-
sen (Kapitel 4.2.1), dass im Vergleich zu den Messungen an Luft,
eine deutliche Quellung der Schichten in Flussigkeit stattfand. Aber
auch die Messungen an Luft zeigen nach Immobilisierung des Anti-
kdrpers eine merkliche Zunahme der Schichtdicke, so dass im Ver-
gleich zum PSA-Sensor eine gute Anbindung des Antikdrpers an die
Sensoroberflache nachgewiesen werden konnte. SchlieBlich konnte
auch mit der Ellipsometrie eine vielfaltige Anwendung der Methode
an chemischen und biochemischen Systemen sowohl an Luft und in
flissiger Phase gezeigt werden.

Letztendlich erméglichte die Anwendung und Kombination ver-
schiedener Methoden und der daraus erhaltenen Informationen,
vor allem in der Polymerchemie, eine sinnvolle Interpretation der
Ergebnisse.
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6. Abkurzungen

a
AFM
AK
Ala
Asn

ATR

dphy.
Da
DMPE
DPPC
DTT
EDCs

Gal

Glc

GIn
GM1
GOPTS
guZs
HCI
HEPES

IR
ITC

Assoziation

Rasterkraftmikroskopie (engl. Atomic Force Microscopy)
Antikorper

Alanin

Asparagin

Attenuated Total Reflection (verminderte Totalreflexion)
Dissoziation

Physikalische Schichtdicke

Dalton

Dimethyloxyphenylathylamin

Dipalmitoylphatidylcholin

Dithiothreitol (Clelands Reagenz)

Endocrine Disrupting Chemicals
Fourier-Transformation

Gramm

Galactose

Glycose

Glutamin

Monosialotetrahexosylgangliosid
3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan

gegen Uhrzeigersinn

Salzsaure
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Strom, Intensitat

Infrarot Spektroskopie

Isotherme Titrations-Kalorimetrie

Joule
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K Kelvin

k Imaginarteil des Brechungsindexes
L Liter

Leu Leucin

m Meter

MIP Molekularly Imprinted Polymers
Min. Minute

MLig. Menge an zugetropftem Liganden
N Newton

n Brechungsindex

S

Komplexer Brechungsindex

(nd) Optische Schichtdicke im Gleichgewicht der Quellung

(nd)o Optische Schichtdicke vor dem Quellvorgang

nm Nanometer

Norm. Normiert

PCR Polymerasen-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain
Reaction), wird zur Erkennung von Vireninfektionen
verwendet.

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung, die Natriumchlorid,

Dinatrium-hydrogenphosphat, Kaliumchlorid und
Kaliumdihydrogenphosphat enthait.

pdp Proteindatenbank
PDMS Polydimethylsiloxan

PEI Polyethylenimin

PFOA Perfluoractansaure

PFOS Perfluoractansulfonat
ppm Parts per Million = mL/m?
PSA Poly-Streptavidin

Q Warmemenge (Joule)

R Widerstand
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R

RAE
RIfS
rpm
R4A

S

s

Ser
SDS
Shormiert
Sv40

T

t

THF
Thr
UCH-L3
uzs

Austauschfaktor

Ellipsometer mit rotierenden Analysator
Reflektometrische Interferenz-Spektroskopie
Rounds per Minute

Resorcin[4]aren

Empfindlichkeit

Sekunde

Serin

Natriumdodecylsulfat (engl. Sodium Dodecyl Sulfate)
Normierte Empfindlichkeit

Simian Virus 40 (Affenvirus 40)

Temperatur

Zeit

Tetrahydrofuran

Threonin

Ubiquitin Carboxyhydrolase L3
Uhrzeigersinn

Probenvolumen

Watt (J/s)

Absorptionskoeffizient

Ellipsometrischer Winkel; Phasenverschiebung
Wellenlange

systemspezifische Kalibrierkonstante

Winkel

Ellipsometrischer Winkel
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Parameters.
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Abb. 13: Skizze eines Phospholipids mit hydrophilem und hydropho- 32
bem Teil.
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Abb. 17: Schematische Darstellung des GM1 Rezeptors. 35

*Abb. 18: Struktur des SV40 VP1-GM1 Komplexes (oben). Im unteren 36

Teil ist vergréBert die Bindung des GM1 (orange Stabe) an
das VP1 (blaue und graue Bander) dargestellt.
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ahnelt.
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Abb. 21: Messzylinder a) und b) Mess- bzw. Referenzzelle 41
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Abb. 24:. Der Durchgang von Licht durch ein Null-Ellipsometer. 47
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Abb. 27: Verwendete Analyte fir die Charakterisierung des Wechsel- 56
wirkungsverhaltens von PDMS.

Abb. 28 Schichtmodell fiir die gemessenen Werte. 57
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Abb. 31: Realteil des Brechungsindexes in Abhangigkeit der Chloro- 59
form-Konzentration.

Abb. 32: Physikalische Schichtdicke der PDMS-Schicht in Abhdngigkeit 59
der Konzentration von Phenol- und Salzsdaurelésungen.

Abb. 33: Physikalische Schichtdicke der PDMS-Schicht in Abhangigkeit 60
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Toluol.

Abb. 34: Realteil des Brechungsindexes in Abhangigkeit der verschie- 61
denen Konzentrationslésungen.

Abb. 35: Die polaren Analyten Propylamin a) und Propanol b) zur Cha- 62

rakterisierung des Wechselwirkungsverhaltens des PDMS-R4A
Systems.
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Zeit-Leistungssignal flr die Titration von Propylamin zu bides-
tilliertem H,0.

Zeit-Leistungssignale flr die Titration von Propylamin und
Propanol zum PDMS-System. Rechts sind die entscheidenden
Signale vergroBert dargestelit.

Zeitabhangige Leistungssignale flr die Titration von Propyl-
amin und Propanol zum Resorcin[4]aren-System. Rechts ver-
groBert die Signale B und C.

Integrierte Titrationssignale von Peak C je Injektion Propyla-
min. Die Titrationsschritte sind in der Graphik einzeln ver-
merkt.

Integrierte Titrationssignale von Peak C pro Injektion Propa-
nol. Die Titrationsschritte sind in der Graphik einzeln ver-
merkt.

Mit RIfS in flissiger Phase erhaltenen Kalibrierkurven fir a)
n-Propanol und b) Propylamin.

Empfindlichkeit und normierte Empfindlichkeit fir n-Propanol
und Propylamin.

Kinetik der Analytwechselwirkung mit a) PDMS und b) PDMS
+ 30 mg R4A.

Austauschrate R von Propanol und Propylamin bei Wechsel-
wirkung mit PDMS und PDMS + 30 mg R4A.

ATR FT-IR Spektrum von a) Chloroform, b) Propylamin, c) 10
mg R4A geldst in 20 yL Chloroform, d) 10 mg R4A in 50 L
Chloroform und 36.5 uL Propylamin und e) 10 mg R4A geldst
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e) 73 pL.

'H NMR Spektrum von a) 14 pL Propylamin gelést in 2 mL
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36.5 pL Propylamin (1:76).

Strukturformel von Atrazin (CgH14CIN5s).
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Abb. 50: a) Anderung der optischen Schichtdicken der mit MIP be- 78
schichteten RIfS-Glastrager nach Injektion von 17 ppm Atra-
zin in Toluol mit Maximum bei 3.49 nm + 0.3 und b) Kurven-
verlauf mit Maximum bei 0.62 nm £ 0.05 nach Injektion von
1.7 ppm Atrazinlésung.

Abb. 51: Kontrollmessung mit 17 ppm Atrazinlésung fir nicht geprag- 78
ten MIP mit maximaler Schickdickenanderung von 0.35 nm +
0.032.

Abb. 52: Optische Schichtdickenanderung der MIPs mit unterschiedli- 79
chen Konzentrationen des Atrazins.

Abb. 53: Gemessene ellipsometrische Winkel ¥ und A in Abhangigkeit 80
von A der einzelnen Schichten unter PBS.

Abb. 54: Schichtmodell fiir den Progesteron-Assay. 81

Abb. 55: An Luft gemessene ellipsometrische Winkel ¥ und A der ein- 82
zelnen Schichten unter PBS in Abhangigkeit von A.

Abb. 56: Ellipsometriemessungen des Schichtenaufbaus eines Immu- 82
noassays unter Luft und PBS.

Abb. 57: Gemessene und simulierte ellipsometrischen Winkel unter 84
PBS des nativen Wafers.

Abb. 58: An Luft gemessene und simulierte ellipsometrische Winkel 84
des nativen Wafers.

Abb. 59 Ellipsometrische Messungen an Luft und PBS. 84

Abb. 60: Anderung der Schichtdicke wahrend der Préparation von je- 87
weils zwei a) nativen Wafern und b) oxidierten Wafern.

Abb. 61: Realteil des Brechungsindexes der bedampften Wafer im Ver- 88
lauf der Praparation.

Abb. 62: Zeitabhangige Titrationssignale von GM1 zu a) 0.9 mM Sv40 90
VP1 und b) Puffer bei 293.1 K.

Abb. 63: Integrierte Titrationssignale. 91

*Abb. 64: Dargestellt ist ein VP1 Monomer in blau, wahrend die im und 92
gegen den Uhrzeigersinn angeordneten Nachbarmolekiile
graufarbig sind.

*Abb. 65: N-Acetylneuraminsaure (NeuNAc) 93

*Abb. 66: Dargestellt ist die Verbindung zwischen NeuNAc und SVv40 93
VP1.

*Abb. 67: Dargestellt ist die Verbindung zwischen Gal-B81,3-GalNAc und 94

SV40 VP1.
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Die beiden AFM-Bilder zeigen die DMPE-Schicht auf einem
Glas-Wafer, mit einem Scan-Bereich von 1 ym (oben) und
500 nm (unten).

Diese beiden AFM-Bilder zeigen die DPPC-Schicht auf einem
Glas-Wafer, mit einem Scan-Bereich von 5 ym (oben) und 1
pm (unten).

AFM-Aufnahme eines unbeschichteten Glas-Wafers.

11 pL PFOA (0,6 umol/l) wurden zu einem beschichten Glas-
Wafer mit dem Membranlipid DMPE titriert (links). Rechts ist
die entsprechende Referenzmessung mit einem unbeschichte-
ten Glas-Wafer dargestellt.

Integrierte Titrationssignale der ITC-Messung von DMPE mit
PFOA.

11 pyL PFOS (3,6 umol/l) wurden zu einem beschichten Wafer
mit dem Lipid DMPE titriert (links). Rechts ist die Referenz-
messung mit dem nicht beschichteten Wafer zu sehen.

Integrierte Titrationssignale der ITC-Messung von DMPE mit
PFOS.

RIfS-Messung mit Ovalbumin und einem mit DPPC beschich-
teten Glas-Wafer.

RIfS-Messung mit Ovalbumin und einem mit DMPE beschich-
teten Glas-Wafer.

RIFS-Messung mit PFOA und einem mit DPPC beschichteten
Glas-Wafer.

Darstellung der Ubiquitin-Peptid Wechselwirkung. in Bander-
struktur ist das Ubiquitin und in dunkelgrau der Peptid Ligand
(DPDELRFNAIAL) graphisch gezeigt.

Dargestellt sind die zeitlich aufgeldsten Leistungssignale so-
wie die integrierten Titrationssignale mit Kurvenfit der Pepti-
de a) DPDELRFNAIAL-NH, b) WGLRALESRWDRYYF-NH, mit
Ubiquitin.

Dargestellt sind die zeitlich aufgelésten Leistungssignale
sowie die integrierten Titrationssignale mit Kurvenfit von
RWDRYYF-NH, mit Ubiquitin.
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