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1 Zusammenfassung

In der Zellmembran spielt die lokale Dynamik von fluktuierenden Funktionseinheiten aus
Proteinen und Lipidmikrodoménen eine entscheidende Rolle z.B. bei der ortlichen An-
reicherung von Signalmolekiilen, bei der Steuerung der Membranfluiditit, der Regula-
tion der Neurotransmission und dem Rezeptorenaustausch. Fiir die Entwicklung inte-
grierter Lab-on-a-chip Anwendungen bieten substratgestiitze Lipidmembranen interessan-
te Moglichkeiten, da sie wichtige Eigenschaften der Zellmembran besitzen, ndmlich Flui-
ditéit, Struktur und Zusammensetzung. Thre Eigenschaften sind iiber einen weiten Bereich
einstellbar und sie sind mit relativ geringem Aufwand préparierbar, und durch den engen
Kontakt mit der Oberfliche stellen sie eine Schnittstelle zwischen weicher Materid!] und
klassischen Festkorpern dar. In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung lithographisch und
piezoelektrisch strukturierter Oberflichen mit Lipidmembranen (Dicke ca. 4nm) benutzt,
um Membranen lateral zu entmischen und damit membrangebundene Makromolekiile lo-
kal zu akkumulieren und aufzutrennen.

Phasendoménen in den Membranen dreikomponentiger Riesenvesikel wurden durch den
Kontakt mit lithographisch strukturierten Glassubstraten mit abwechselnd nanoglatter
und nanorauher Oberfldche und abwechselnd freitragender und substratunterstiitzter Mem-
bran lokal angereichert und diese Beobachtung durch ein einfaches Modell iiber die Linien-
spannung der Doméinen beschrieben. Substratgestiitzte Membranen?] auf piezoelektrischen
Substraten wurden mit Hilfe akustischer Oberflichenwellenf’| schaltbar entlang der Knoten
und Béuche der stehenden Welle entmischt und der Mechanismus thermodynamisch iiber
die Modulation der Freien Energie und damit der Membrandichte erkldart. Diese neuar-
tige Methode dynamischer Membranmanipulation konnte direkt benutzt werden, um die
Diffusionskonstante der Membranlipide mit 2um?/s zu messen. Aufbauend auf dieser Me-
thode konnte gezeigt werden, dafl verschiedene membrangebundene Proteine unabhéngig
von der Art ihrer Bindung an die SLB (kovalent oder elektrostatisch) durch SAWs {iber
Groflenordnungen akkumuliert, lokal separiert und durch Schwebungen iiber makroskopi-
sche Distanzen transportiert werden konnen.

Elektrostatisch an SLBs gebundene DNA folgte einer &hnlichen Dynamik und konnte durch
Verwendung zweier gekreuzter stehender Wellen schachbrettartig akkumuliert werden.
Uber die Beobachtung des zeitlichen Zerfalls dieses Musters konnten die Diffusionskon-
stanten von kurzen DNA-Striangen (DNA Oligos) verschiedener Lénge mit einer neuarti-

1Soft matter
2Supported Lipid Bilayers, SLBs
3Surface Acoustic Waves, SAWs



2 1. Zusammenfassung

gen Methode gemessen werden und mit FRAP Messungen der Dynamik von DNA-Oligos
in Abhéangigkeit ihrer Lange, ihrer Fldchendichte und der Salzkonzentration auf SLBs ver-
glichen werden. Dabei wurde ein 1/N Zusammenhang der Diffusionskonstante mit der
DNA Léange gefunden. Das dynamische Verhalten langer DNA Stringe auf SLBs in einem
elektrischen Feld (Elektrophorese) konnte schliellich durch Fluoreszenzmikroskopie beob-
achtet und durch ein Modell &hnlich der Theorie der Gelelektrophorese erklart werden
(Biased Reptation Model).

Die in dieser Arbeit vorgelegten Erkenntnisse werden zum besseren Verstandnis der Lipid-
membran beitragen, neue Methoden zur Strukturierung substratgestiitzter Membranen be-
reitstellen, und den Weg ebnen zu einer Vielzahl denkbarer Anwendungen auf dem Gebiet
der Miniaturisierung (Lab-on-a-Chip) von Analyse und Synthese. So riickt beispielsweise
die Auftrennung von Transmembranproteinen, das Verschieben verschiedener biorelevanter
Molekiile (z.B. DNA), gar der Aufbau von Funktionseinheiten einer molekularen Fabrik
in zwei Dimensionen (Flatland Factory) durch Kombination mit anderen Methoden (z.B.
Mikrofluidik, Laser, Oberflachenfunktionalisierung...) in greifbare Ndhe. So ist beispiels-
weise der Aufbau synthetischer enzymatischer Netzwerke auf Oberflichen, kombiniert mit
SAW-getriebenem Substrattransport denkbar.



2 Einleitung

Die Membranen von Zellen (z.B. eines roten Blutkoérperchens mit Durchmesser 8um [I]),
die das Innere und Aussere von Zellen definieren, bestehen aus einer fluiden Doppelschicht
von ungefihr 108 — 10'° Lipidmolekiilen, die jeweils einige nm lang sind und einen Durch-
messer von weniger als 1nm haben. In diese Lipiddoppelschicht eingebettet sind funktio-
nale Proteine wie Ionenpumpen (z.B. ATPase, [2]) oder Zelladhésionsproteine wie z.B.
Integrine [3], die mechanische Reize von aulen in die Zelle weiterleiten und so fiir die Zell-
Zellwechselwirkungen wichtig sind, daran gebunden z.B. Annexin, das in der Membran-
organisation eine entscheidende Rolle spielt [4]. Da auch die Organellen innerhalb der
Zelle aus gefalteten Lipidmembranen bestehen!] ist die Kenntnis der Funktionsweise von
Lipidmembranen und an sie gebundener Makromolekiile fiir das Verstéandnis der Zelle und
damit auch des menschlichen Koérpers wichtig, z.B. zum Verstdndnis der Regulation der
Neurotransmission und des Rezeptorenaustausches [0 [7]. Eine der wichtigsten Ursachen
fiir Sduglingssterblichkeit ist Atemnotsyndrom des Neugeborenen (ANS), die durch feh-
lerhafte Lipidzusammensetzung der Lungenblédschenmembranen hervorgerufen wird. Sie
kann durch Einbringen von Detergenzien in die Lunge geheilt werden, was die Elasti-
zitét der Lungenbldschenmembranen und damit den Sauerstoffaustausch erhoht [8, [@].
Da eine Vielzahl der bekannten Medikamente an Membranproteinen wirkt (allein 45% an
Membranrezeptoren [10]) und die Gefihrlichkeit eines Virus direkt mit seiner Bindungs-
wahrscheinlichkeit an die Membran und seiner Fahigkeit, diese zu durchdringen zusam-
menhéngt, besteht an diesem Gebiet auch medizinisches und pharmakologisches Interesse.
Aufgrund der Komplexitét einer realen Zellmembran, die aus einer Vielzahl verschiedener
Lipide und Proteine in Wechselwirkung mit der Glykokalix und dem Zytoskelett besteht,
untersucht man héufig zundachst Modellmembranen einfacherer und bekannter Zusammen-
setzung [11], in dieser Arbeit grofie Vesikel [12} [13] und substratgestiitzte Membranen [14].
Vesikel (auch Liposomen) sind kugelférmige Gebilde von 20nm — 100um Durchmesser,
die aus einer Lipiddoppelschicht bestehen und so als das einfachste denkbare Modell einer
Zelle angeschen werden konnen [15]. Je nach Lipidzusammensetzung bilden sich selbst-
assembliert verbliiffend komplexe Gebilde [16, [17], deren Eigenschaften gut eingestellt und
mit Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden koénnen. Die Theorie zu Spannung und
Biegeelastizitat von Lipidmembranen, die diese Formenvielfalt erkldren kann, entwickel-
ten u.a. Helfrich [18], Evans [19] und Lipowsky [16 20]. Durch die Minimalisierung der
biegeelastischen Energie und durch induzierte Kriitmmungen wird die Form von Zellen und
Organellen kontrolliert, die sich energetisch auf Minimalflachen der Biegeelastizitét befin-

17.B. das endoplasmatische Retikulum, der Zellkern oder die Mitochondrien [5]
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den. Substratgestiitzte Membranenﬂ sind Lipiddoppelschichten, die auf Festkorper (z.B.
Glas, Silizium, Mica) entweder direkt [14], oder auf einer Polymerkissenzwischenschicht
[21] aufgebracht werden. Sie behalten ihre Fluiditdt innerhalb der Ebene bei, sind aber
in z-Richtung fixiert und sind auf der dem Substrat abgewandten Seite frei zugénglich.
Es lassen sich Makromolekiile wie Proteine und DNA anbinden und untersuchen [22 23].
An Lipidmembranen gebundene Makromolekiile wie z.B. Proteine oder DNA besitzen
nur laterale Freiheitsgrade der Verschiebung [24, 25]. SLBs bieten so experimentell die
Moglichkeit, Thermodynamik, Fluiddynamik und Polymerphysik in zwei Dimensionen zu
untersuchen. Die Analogie zu gut untersuchten zweidimensional eingesperrten (2D confi-
nement) Elektronengasen wie z.B. in diinnen leitenden Schichten auf Halbleitern |26, 27]
oder Graphen [28], die spannende quantenmechanische Eigenschaften haben, liegt nahe.
Gerade SLBs sind dankbare Modellmembranen, denn sie erlauben Untersuchungen mit
hochauflssenden Methoden wie AFMP| [29], Réntgen- und Neutronenstreuung [30, 31,
Fluoreszenzmikroskopie [32] und FCY| [33], da sie dauerhaft in einer definierten z-Position
gehalten werden. Desweiteren lassen sie sich optisch [34] und iiber ihren engen Kontakt mit
dem Substrat strukturieren, z.B. durch klassische Mikrostrukturierung [35] oder verform-
bare Substrate [36]. Dynamisch beeinflussen kann man sie z.B. durch elektrische Felder
[37] und hydrodynamischen Fluf [38].

Diese vielfédltigen Untersuchungs- und Strukturierungsmoglichkeiten bieten interessante
Perspektiven auf dem Weg zum Westentaschenlabor (Lab-on-a-Chip), also Analyse und
Synthese von Substanzen im mikroskopischen Mafistab. Vor allem aber sind strukturier-
te Lipidmembranen auch in der Natur von groflier Bedeutung, denn Zellmembranen sind
keine rein passiven Gebilde, in denen Proteine wie in einer zweidimensionalen Fliissigkeit
umherdiffundieren (Fluid Mosaic Model [39]). So ist beispielsweise die Funktion von Mem-
branproteinen stark abhéngig vom Zustand der sie umgebenden Lipide [40] und Proteine
sind umgeben von einem Halo spezifischer Lipide [41]. Die Lipidzusammensetzung wird
von der Zelle auch mit grofem Aufwand konstant in der Nédhe eines Phaseniiberganges
gehalten [42) [43]. So schlagt das Lipid Raft Modell [44] funktionale fluktuierende nano-
skopische Doménen in Zellmembranen vor, die mit Membranproteinen assoziiert sind. Es
wird auch diskutiert, ob Phasenumwandlungen eine Rolle bei der Nervenleitung spielen
[45], 46, 147].

Letztlich fehlt jedoch noch immer das endgiiltige Versténdnis, welche Rolle lokale Phasen-
umwandlungen in Zellmembranen spielen, und es fehlt ebenso an experimentellen Mog-
lichkeiten, die Dichte von Modellmembranen lokal zu modulieren.

In dieser Arbeit wurde eine neue Methode entwickelt, mehrkomponentige SLBs durch ange-
legte akustische Oberflichenwellen (SAWs) dynamisch schaltbar zu entmischen (Kap. [7.3).
Als Mechanismus wird eine periodische Modulation der Membrandichte vorgeschlagen, was
durch eine Vielzahl von Beobachtungen gestiitzt und durch ein thermodynamisches Mo-

2 Supported lipid bilayers, SLBs
3 Atomic Force Microscopy, Rasterkraftmikroskop
4Fluorescence Correlation Spectroscopy



dell erkléart wird. Diese Methode konnte benutzt werden, um die Diffusionskonstante von
Lipidmembranen und angebundenen Makromolekiilen zu messen (Kap. , DNA und
Proteine lokal zu akkumulieren (Kap. , , iiber die Oberfliche zu schieben, und um
membrangebundene Proteine dhnlicher Struktur voneinander zu trennen (Kap. . Auf-
bauend auf dieser Methode konnte gezeigt werden, dafl verschiedene membrangebundene
Proteine unabhéingig von der Art ihrer Bindung an die SLB (kovalent oder elektrostatisch)
durch SAWs iiber Gréflenordnungen akkumuliert, lokal separiert und durch Schwebungen
iiber makroskopische Distanzen transportiert werden kénnen.

Elektrostatisch an SLBs gebundene DNA verhielt sich &hnlich wie die membrangebundenen
Proteine und konnte durch Verwendung zweier gekreuzter stehender Wellen schachbrett-
artig akkumuliert werden (s. Kap. . Die Diffusionskonstanten von kurzen DNA-Stréngen
(DNA Oligos) verschiedener Lénge konnten iiber die Beobachtung des Musterzerfalls ge-
messen werden und mit FRAPP| Messungen der Dynamik von DNA-Oligos in Abhiingigkeit
ihrer Lange, ihrer Flichendichte und der Salzkonzentration auf SLBs verglichen werden.
Die Dynamik langer DNA Striange auf SLBs in einem elektrischen Feld (Elektrophorese)
konnte schliefllich durch Fluoreszenzmikroskopie beobachtet und durch ein ,,angepasstes
Kriechmodell“ (Biased Reptation Model) &hnlich der Theorie der Gelelektrophorese erklért
werden (s. Kap. in Ubereinstimmung mit bisherigen Beobachtungen.

Die Doménen in phasenseparierten Riesenvesikeln lielen sich durch lithographisch mikro-
strukturierte Substrate mit abwechselnd nanoglatter und nanorauher Oberfliche und ab-
wechselnd freitragender und substratunterstiitzter Membran lokal akkumulieren. Diese
Beobachtung konnte durch ein einfaches Modell iiber die Linienspannung erklart werden
(s. Kap.[7.1]).

In Kapitel werden die Grundlagen zu Lipiden und Membranen erklért. Die verwende-
ten Methoden werden vorgestellt in Kapitel [d] Die Hauptergebnisse dieser Doktorarbeit
sind die Publikationen im Anhang 7.2, [7.3] [7.4 und das Manuskript in die in
Kapitel [ zusammengefaBt sind. In Kapitel [6] wird ein Ausblick auf zukiinftige Projekte
und mogliche weitere Entwicklungen dieses Projektes gegeben. Im Anhang sind neben den
Originalpublikationen noch Details zur Préparation und ein Abkiirzungs- und Literatur-
verzeichnis enthalten.

Fluorescence Recovery after Photobleaching






3 Grundlagen

3.1 Die Zellmembran

3.1.1 Die Lipiddoppelschicht

Die Hauptkomponenten von Biomembranen sind neben den Membranproteinen Lipide und
Cholesterol. Glycero-Phospholipide, Sphingolipide und Ganglioside bilden die drei Unter-
gruppen der Lipide, die sich grundsétzlich in der Struktur des Verbindungsgliedes zwischen
der hydrophilen Kopfgruppe und ein- oder zwei hydrophoben Kettengruppen unterschei-
den [1].

In dieser Arbeit wurde hauptséichlich mit Phospholipiden gearbeitet, die im Folgenden
kurz Lipide genannt werden. Sie bestehen aus einer Kopfgruppe, die zwitterionisch, gela-
den oder auch stark modifiziert sein kann - in dieser Arbeit wurde z.B. mit fluoreszenz-
markierten Lipiden gearbeitet. Das Verbindungsglied (Riickgrat) besteht aus Glycerin, an
das drei OH-Gruppen, zwei Fettsidurereste und eine Phosphatgruppe anschliefen (s. Abb.
. Die Kettengruppen schliellich unterscheiden sich nach Léange und Sattigungsgrad,
d.h. der Zahl von unflexiblen ungeséttigten Doppelbindungen, was sich sehr stark auf das
Phasenverhalten der Membran auswirkt. Durch ihre Molekiilstruktur bilden Lipide eine
vergleichsweise hohe Elektronendichte in der Kopfgruppe aus. Dies fiihrt zur elektrischen
Polarisation des Molekiils und zur Ausbildung ihres amphiphilen Charakters.

Getrieben durch den hydrophoben Effekt lagern sich diese Molekiile in Wasser zu geschlos-
senen Strukturen zusammen, wobei die Kopfgruppen zum Wasser und die Kettengruppen
jeweils zueinander zeigen. Es erscheint zunéchst paradox, dafl sich hochgeordnete Struk-
turen wie Lipiddoppelschichten spontan aus einzelnen Lipidmolekiilen bilden - der zweite
Hauptsatz der Thermodynamik sagt stets ein spontanes Anwachsen der Entropie voraus.
Der scheinbare Widerspruch 16st sich auf, wenn man das reichlich vorhandene Wasser
(bei den in dieser Arbeit verwendeten Systemen mehr als 99%) mitberiicksichtigt: Jedes
einzelne Lipidmolekiil in Wasser ist umgeben von einer Wolke aus geordneten Wassermo-
lekiilen, die iiber fluktuierende Wasserstoftbriickenbindungen wechselwirken. Die Entropie
des Gesamtsystems kann deutlich verringert werden, wenn sich mehrere Lipidmolekiile
zusammenlagern und sich diese Wolke aus geordnetem Wasser teilen, bis schliellich nur
noch die hydrophilen Kopfgruppen Kontakt mit dem Wasser haben. Aus der Geometrie
der beteiligten Lipidmolekiile und deren Mischungsverhiltnis zum Wasser ergeben sich
direkt die sich tatséchlich bildenden Strukturen, ndmlich Vesikel, Doppelschichten oder
Mizellen (s. Abb. bei sehr hohem Wasseranteil, sowie deutlich kompexere Strukturen
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Abbildung 3.1: a) Typisches zwitterionisches Lipidmolekiil DOPC. Es besteht
aus hydrophoben Kohlenwasserstoftketten, einer phosphorylierten Zwischengruppe
(Riickgrat) und einer hydrophilen Kopfgruppe. b) das kationische Lipid DOTAP hat
dhnliche Struktur, jedoch kann unter Wasser das Chloridatom abgespalten werden
und es bleibt eine positive Ladung zuriick. c¢) einige der verwendeten Lipide tru-
gen ein Fluoreszenzlabel. Das hier gezeigte NBD DOTAP tréigt den Farbstoff NBD
(Ringstruktur) in der rechten Kette. Kohlenstoff ist griin, Wasserstoff weiss, Sauer-
stoff rot, Phosphor violett, Stickstoff hellblau und Chlor dunkelblau dargestellt. (Nach
www.avantilipids.com)

bei geringem Wasseranteil. Die Lipiddoppelschicht ist von besonderer Bedeutung, da sie
als ,, Grundgeriist* zelluldrer Membranen dient, in der die Proteine als funktionale Einhei-
ten verankert sind.

3.1.2 Phasenverhalten

Aus physikalischer Sicht stellen Membranen ein interessantes Forschungsgebiet dar. Als
zweidimensionale Fliissigkeit besitzt die Membran viele Eigenschaften von Fliissigkristallen,
sie kann beispielsweise als smektische Phase bezeichnet werden. Es existiert eine Vielzahl
von Phasen, in denen sich die Lipide organisieren kénnen. Die treibenden Kréfte sind
entropischer und enthalpischer Natur, also Paradebeispiele fiir angewandte Thermodyna-
mik komplexer selbstorganisierender Systeme [49].

Bei niedrigem Wasseranteil bilden sich mit steigendem Wasseranteil (abhéngig von der geo-
metrischen Form der Lipide) drei Klassen homogener Zustande: die hexagonale, kubische
und lamellare Phase (s. Abb.[3.2), die im Falle sehr niedriger Wasseranteile (< 10%) inver-
tiert (d.h. die Kopfgruppen zeigen zueinander) auftreten kénnen. Im Grenzfall verdiinnter
Losungen mit hohem Wasseranteil bilden sich Vesikel aus geschlossenen Lipiddoppelschich-
ten aus (s. Abb. B.2)). Fiir stark von zylindrischer Gestalt abweichende Lipide existieren
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Abbildung 3.2: Verschiedene Lipidphasen mit geringem Wasseranteil. a) Unilamel-
lares Vesikel. Diese relativ schwach gekriimmten Strukturen bilden sich spontan bei
hohem Wasseranteil und zylindrischen Lipiden, genauso Lipiddoppelschichten b) und
Lipidmultischichten (d) (lamellare Phasen). Mizellen ¢) bilden sich aus kegelférmigen
Lipiden, komplexere Strukturen wie die hexagonale Rohrenstruktur in e) bei hohem
Lipidanteil in der wassrigen Losung. Die kubische Phase besteht aus Rohrensystemen,

die in alle Raumrichtungen verbunden sind (nicht dargestellt) (Nach [48])
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Abbildung 3.3: a) Fluide Phase L, entsprechend smektisch A b) Quasikristalline
Phase Lg c¢) quasikristalline Phase Ps (beide entsprechend smektisch B). Die gezeigten
Phasen treten bei Membranen aus Lipiden mit groflen Kopfgruppen und geséttigten
hydrophoben Ketten auf, z.B. Phosphatidylcholinen (PC). Lz und Pjs sind Tieftempe-
raturphasen, bei hoheren Temperaturen ,,schmelzen® die Ketten in die ungeordnetere
Konfiguration L., bei der die Membran diinner, die mittlere Fliche pro Lipid aber
grofler ist.

auch Mizellenstrukturen, die ebenso invertiert vorkommen koénnen. Die genaue Struktur
von Lipidmembranen ist auch stark temperaturabhéngig. Beispielsweise durchlaufen die
in dieser Arbeit héufig verwendeten Phosphatidylcholine (z.B. DOPC) mit zunehmender
Temperatur die in Abb. gezeigten Phasenzustéande Lg, P3 und L, (entsprechen den
fliissigkristallinen Phasen smektisch A und smektisch B, Lg und Ps werden auch Gelpha-
sen genannt), wobei im Falle sehr kleiner Kopfgruppen Pj entfallen kann [IJ.
Entscheidend ist bei diesen Phaseniibergingen der unterschiedliche Ordnungsgrad der
Ketten: Wéhrend sie bei hohen Temperaturen in ungeordneter Form vorliegen und frei
fluktuieren, sind bei niedrigeren Temperaturen etliche Freiheitsgrade ,ausgefroren“ und
die Membranen sind dichter gepackt - die durchschnittliche Fliache pro Lipid sinkt von
0,64nm? (L) auf 0,52nm? (Ps), dafiir wird die Membran aufgrund der ausgerichteten
Ketten dicker (von 4, 1nm auf 4, 6nm) [1].

3.1.3 Aufbau und Funktion der Zellmembran

Biomembranen grenzen verschiedene Bereiche innerhalb der Zelle voneinander ab, im Falle
der Zellmembran das Innere vom AufBeren. Sie bilden selektive Barrieren, die grundsitzlich
fiir die meisten Stoffe (Ionen, polare Molekiile wie z.B. Wasser, grofiere Objekte wie z.B.
Proteine, Viren...) undurchléssig sind. Héufig jedoch existieren Transportmechanismen
durch die Membran hindurch (Pumpen, Tonenkanéile), die der Zelle den Aufbau hoher
Konzentrationsgradienten bzw. schlicht die Kontrolle dariiber erlauben, welche Stoffe inner-
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und auflerhalb eines umschlossenen Bereiches zu finden sind. Thr hoher elektrischer Wi-
derstand (107V/m) ermoglicht den Aufbau elektrischer Potenzialdifferenzen und somit die
Nutzung der Membran als Energiespeicher und den Antrieb molekularer Motoren z.B. iiber
Protonenflufl durch die Zellmembran. Nicht nur als Barrieren dienen Biomembranen, son-
dern sie sind auch aufgrund ihres besonderen Aufbaus Ort zahlreicher proteinkatalysierter
biochemischer Prozesse.

Biomembranen setzen sich aus zwei Hauptbestandteilen zusammen: Zum einen aus Lipi-
den, die sich aufgrund ihres amphiphilen Charakters, getrieben durch den hydrophoben
Effekt, in wassriger Losung zu Doppelschichten zusammenlagern, zum anderen aus Pro-
teinen, die als funktionale Einheiten in der Lipiddoppelschicht eingebettet sind. Die Zell-
membran wird von der Innenseite stabilisiert durch das Zytoskelett bestehend aus Aktin-
und Myosinfilamenten, und ist von aufen iiberzogen von der Glykokalix (Abb. [3.4).

Die Membranproteine machen einen wesentlichen Anteil der Zellmembran aus (25-80%
Gewicht, je nach Funktion), sie sitzen also sehr dichtgedriangt. Gleichzeitig sollte man
bei Betrachtung schematischer Abbildungen wie (Abb. auch nie vergessen, dafl mo-
lekulare Strukturen wie Membranen bei Raumtemperatur sehr stark fluktuieren, Proteine
und Lipide also in starker Bewegung sind. Alle Membranbestandteile diffundieren inner-
halb der Membranebene, gleichzeitig gibt es Fluktuationen der Membran in z-Richtung
(Biegungemoden). So werden alle energetisch zuginglichen Konformationen des gegebe-
nen Systems kontinuierlich durchgespielt. Nicht nur direkte Wechselwirkungen zwischen
den Proteinen sind fiir ihre Funktion wichtig, sondern auch Interaktionen, die {iber loka-
le Lipidzusammensetzungen und -phasen vermittelt werden. Interessanterweise hilt die
Zelle ihre Lipidmembranzusammensetzung mit groflem Energieaufwand stets nahe ei-
nes Phaseniiberganges [42, 43], sie reagiert beispielsweise auf fallende Temperaturen mit
dem verstéirkten Einbau von Cholesterol, was die Membran zwar versteift, jedoch ihren
Ubergang in die Gelphase verhindert. Diese Befunde fithrten zum aktuellen Lipid Raft Mo-
dell von Simons und Tkonen 1997 [44], die nanoskopische, funktionelle Mikrodoménen in
Zellmembranen postulieren, die mit Proteinen assoziiert sind. Dieses Modell wird nach wie
vor kontrovers diskutiert, klar scheint mittlerweile aber, dal die Lipide der Zellmembran
mehr Aufgaben erfiillen als nur die Zelle einzuschliefen und eine passive Diffusionsmatrix
bereitzustellen [50].

Das Verstandnis der Zellmembran hat sich im Laufe der Zeit langsam entwickelt. Beson-
dere Schwierigkeiten, die experimentellen Erkenntnissen lange Zeit im Weg standen, ist
die sehr geringe Dicke der Membran (ca. 4nm), ihre optische Transparenz, sowie ihre hohe
Dynamik. So vermutete Charles Overton 1895, dafl die Zellmembran aus Lipiden besteht,
da sie fiir lipophile Molekiile sehr viel leichter zu durchdringen ist als fiir hydrophile. Gor-
ter und Grendel mafien 1925 die Flache der Lipide von Blutkorperchen im Langmuirtrog,
was fiir die Monolage das Doppelte der Zelloberfliche ergab, was auf die Anordnung der
Membranlipide als Doppellage hindeutete [51]. Erstmals konnte der tatséichliche Aufbau
aus Lipidmolekiilen, deren hydrophobe Ketten sich beriihren und deren hydrophile Kopf-
gruppen nach auflen zum Wasser hin zeigen, postuliert werden. Jedoch konnte eine so
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einfache Struktur wie die Lipiddoppelschicht unméglich die vielfaltigen Funktionen einer
lebendigen Zellmembran haben - Proteine fehlen in diesem Modell noch vollig. Erste expe-
rimentelle Nachweise fiir die Assoziation von Lipiddoppelschicht und Proteinen gelangen
1935, als von Danielli und Davson im Elektronenmikroskop Doppelschichten gefunden
wurden. Sie nahmen aufgrund ihrer Beobachtung eine ,,Sandwich-Struktur® an, die aus
einer Lipiddoppelschicht und auen daran gebundenen Proteinen besteht [52].

Singer und Nicholson entwickelten 1972 das lange giiltige Fliissig-Mosaik-Modell, bei dem
erstmalig die Dynamik der Membran beriicksichtigt wurde [39]. Die Hauptneuerung hier
war, die Zellmembran als zweidimensionale Fliissigkeit zu betrachten, in der Lipide und
Proteine frei umherschwimmen koénnen, jedoch die Ebene nur schwer verlassen. Die Flui-
ditéit der Zellmembran ist eine sehr zentrale Eigenschaft: Die Hiille der Zelle ist somit weich,
flexibel, eventuelle Poren heilen sofort von selbst zu, sie kann ohne Weiteres wachsen und in
sich geschlossene Bereiche konnen sich abschniiren. Letzteres ist von besonderer Bedeutung
fiir den Transport von Stoffen durch die Membran hindurch] und natiirlich fiir die Zell-
teilung. Auch konnen Proteine stets dahin transportiert werden, wo sie gerade gebraucht
werden. Ungeniigend beschrieben durch das Fluid Mosaic Model werden zwei Tatsachen:
Zum einen, dafl Proteine einen grofien Anteil der Zellmembran ausmachen (25-80%), sie
folglich nicht verdiinnt umherschwimmen sondern stets interagieren, zum anderen, dafl die
meisten Proteine deutlich grofier sind als eine ungestorte Lipiddoppelschicht. Den zweiten
Punkt nahmen Mouritsen und Bloom 1984 zum Anla$}, das Mattress-Modell der Zellmem-
bran zu entwickeln [53], das besagt, dal der in die Membran eingebettete hydrophobe Teil
der Membranproteine nicht stets genau die entsprechende Grofie der Zellmembran hat und
sich somit Lipide verschiedener Kettenldnge passend um bestimmte Membranproteine la-
gern (vgl. Abb. [3.5).

Zusammengefafit wurden diese neueren Erkenntnisse im Reviewartikel von Engelman ,, Mem-
branes are more mosaic than fluid“, 2005 [54].

3.1.4 Funktionale Phasendomainen ,,Lipid Rafts*

Seit der Entdeckung detergenzresistenter Membranbestandteile werden funktionale Mi-
krodoménen, die Kai Simons und Gerrit van Meer 1988 , Lipid Rafts“ nannten [42], als
ein dynamisch strukturiertes Modell diskutiert (verfeinert von Simons und Ikonen 1997
[44]). Zellmembranen sind keine simplen homogenen Gebilde, sondern ihre Struktur hingt
stark von ihrer lokalen Zusammensetzung ab: Beispielsweise lagern sich um Transmem-
branproteine mit grofiem hydrophoben ,Bauch“ bevorzugt langkettigere Lipide [53]. Die
Zellmembran befindet sich stets nahe eines Phaseniiberganges [43], was iiber die Lipid-
zusammensetzung von der Zelle kontinuierlich nachgeregelt wird. Diese Fakten legen die
Vermutung nahe, dafl die lokale Membranstruktur wichtig fiir die Funktion der Membran
ist, bzw. daf lokale Phaseniibergéinge fiir bestimmte Funktionalitdten, z.B. Schalten von
Proteinen oder die lokale Ansammlung mehrerer Proteine, benutzt wird.

!Pino- und Phagozytose
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Abbildung 3.4: Schema einer Zellmembran. Hauptbestandteil ist die Lipiddoppel-
schicht, die aus amphiphilen Lipidmolekiilen besteht, die sich spontan in Wasser zu
solchen Doppelschichten zusammenlagern. In dieser Lipiddoppelschicht konnen Trans-
membranproteine diffundieren, andere Proteine sind lediglich in der Membran veran-
kert oder sogar nur daran gebunden. Innerhalb der Zelle befindet sich das Zytoskelett,
das aktiv die Membran beeinflusst, auflerhalb eine Schicht aus Polysaccharidmolekiilen
(Glykokalix) (Nach [48]).

In Lipid Rafts wird ein zweifach erhohter Cholesterol- und Sphingomyelinanteil vermutet,
der diese Membranbereiche sowohl dicker als auch geordneter macht und somit bestimm-
te Proteine lokal anreichert. Das kleinere Cholesterol lagert sich zwischen die Ketten der
umgebenden Lipide, nimmt ihnen so einen Teil ihrer Freiheitsgrade und zwingt sie in eine
geordnetere Phase (s. Abb.[5.1]). Diese Phase stellt nun den Ort erhéhter Aufenthaltswahr-
scheinlichkeit fiir bestimmte Proteine und Rezeptoren dar aufgrund der unterschiedlichen
GroBle des hydrophoben Bereiches (s. Abb. .

Die Definition des Begriffs ,,Lipid Raft“ ist nach wie vor uneinheitlich, jedoch unumstritten
ist mittlerweile die Existenz und funktionale Bedeutung von Mikrodoménen in Zellmem-
branen. Es existieren fundamentale experimentelle Schwierigkeiten bei der Untersuchung
dieser Objekte: Thre Gréfle wird zwischen 1nm —1um geschétzt, ihre Lebensdauer zwischen
ms und Minuten, was im Extremfall vermutlich beides nicht physiologisch relevant wire
und die Beobachtung stark erschwert. Direkt konnten Lipid Rafts bisher nicht beobachtet
werden. In dieser Arbeit werden die begrifflichen Schwierigkeiten umgangen, indem der
physikalische Begriff ,, Mikrodoménen® fiir Phasenausscheidungen in Membranen verwen-
det wird.
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Abbildung 3.5: Ein Lipid Raft-Bereich innerhalb einer gewdhnlichen Lipiddoppel-
schicht. Die Membran ist in diesem Bereich dicker, die Ketten sind geordneter, was
beides durch das eingelagerte Cholesterol bewirkt wird. Aufgrund der héheren Dicke
ist die Aufenthaltswahrscheinlichkeit fiir Transmembranproteine mit grofien hydropho-

ben Gruppen hier stark erhéht, im Gegensatz zu Transmembranproteinen mit kleiner
hydrophober Gruppe (Nach [48]).

3.2 Modellmembranen

Zell- und vor allem auch Modellmembranen besitzen iiber die Lipidzusammensetzung
hochgradig einstellbare selektive Eigenschaften. Zum Einen kénnen sie zum Aufbau smar-
ter Biosensoren [55] oder als Zell-Siliziumschnittstelle [56] genutzt werden, zum anderen
aber haben sie auch das Potential zur aktiven Manipulation von Proben im Einzelmo-
lekiilbereich als Teil eines integrierten Miniaturlabors (Lab-on-a-Chip).

Im Folgenden werden einige wichtige Modellmembransysteme vorgestellt, fiir eine voll-
standigere Auflistung s. Reviewartikel [I1]. Sie behalten alle die grundsétzliche Lipid-
doppelschichtstruktur bei, vereinfachen aber das zu beobachtende System im Vergleich
zur lebenden Zelle in unterschiedlicher Weise, so dafl die Funktion, Dynamik und Organi-
sation einzelner Komponenten untersucht werden kénnen. Viele Details tiber die Struktur
von Lipidmembranen finden sich im Reviewartikel von Nagle et al.[57].

3.2.1 Vesikel

Die grundlegendste Eigenschaft der Zellmembran ist es, eine Barriere zu bilden. Ein sehr
einfaches Modellsystem dafiir, das zudem der Zelle in einigen fundamentalen Eigenschaf-
ten sehr stark dhnelt, stellen Vesikel dar (s. Abb. [3.2h). Sie bestehen aus einer einzigen
Lipiddoppelschicht, die eine Kugelschale bildet. Da sich Lipide in Wasser spontan zu Dop-
pelschichten zusammenlagern, ist ihre Herstellung in weiter Groflenverteilung einfach, auch
in groffen Mengen. Vesikel werden nach ihrer Gréfle benannt nach SUVs (Small unilamel-
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lar Vesicles, etwa 10—100nm), LUVs (Large unilamellar vesicles, etwa 100nm —1pum) und
GUVs (Giant unilamellar vesicles, etwa 1pm — 100um). Die Durchmesser lassen sich also
iiber vier Groflenordnungen variieren: SUVs dhneln den Liposomen, die in Zellen als ,, Ver-
packung® fiir bestimmte Stoffe dienen. Beispielsweise ist der Neurotransmitter, der zur
Kommunikation zwischen zwei Nervenzellen (Neuronen) an ihren Ausldufern Axon und
Dendrit im synaptischen Spalt dient, zunéchst in kleinen synaptischen Vesikeln verpackt.
Diese fusionieren mit der Zellmembran und schiitten so den Neurotransmitter aus, sobald
ein NervenpulsE] das Synapsenendkopfchen des Axons erreicht. Grofie Vesikel (GUVs) hin-
gegen dienen seit einiger Zeit als Modellsystem fiir ganze Zellen [58]: Sie haben dieselbe
Groflenordnung wie Zellen, lassen sich in zellnahen Modell-Lipidmischungen préparieren
und bequem mit Standard-Fluoreszenzmikroskopie untersuchen.

Kleine Vesikel (SUVs) kénnen durch Beschallung einer Lipidlosung oder durch Extrusion
hergestellt werden. Bei der Beschallung zerstort man gréflere Strukturen in den zunéchst
ausgetrockneten und dann gewésserten Lipidproben durch Ultraschallpulse. Hierzu dient
ein Rﬁsselbeschallerﬂ, der hohe Ultraschallleistung auf engem Raum konzentrieren kann.
Die SUVs bilden sich von selbst in relativ breiter Groflenverteilung, die von der Schalllei-
stung abhéngig ist.

Eine schmalere Groflenverteilung der SUVs (oder LUVs) bekommt man durch Extrusion:
Hierbei prefit man die Lipidlésung mittels Spritze mehrfach durch einen Filter mit der
gewiinschten Porengrofie. Diese Methode hat den Vorteil, genauer definierte Vesikelgréfien
herstellen zu kénnen und Metallspédne in den Proben zu vermeiden.

Riesenvesikel (GUVs) werden durch Elektroformation hergestellt (s. Kap. [£.4)), wobei an
lipidbeschichtete leitende Platten unter Wasser eine Wechselspannung angelegt wird, was
zu lokaler Ausstiilpung und Ablésen der Membranen fiithrt. Bei den Experimenten mit
GUVs (s. Kap. wurde eine terndre Lipidmischung aus DOPC, Sphingomyelin
und Cholesterol verwendet, die bei Raumtemperatur Mikrodoménen bildet.

In dieser Arbeit wurden die verwendeten SUVs mit Beschallung hergestellt, da sich SLBs
durch beschallte Vesikel zuverldssiger herstellen lassen - vermutlich aufgrund ihrer weiteren
Groflenverteilung.

3.2.2 Substratgestiitzte Membranen (SLBs)

AufBler freitragenden Modellmembranen wie Vesikeln benutzt man héufig festkérper- oder
substratgestiitzte Membranen (supported lipid bilayers, SLBs). Die SLB ist die zentrale
Modellmembran, mit der hier gearbeitet wurde. Substratgestiitzte Membranen bestehen
aus einer Lipiddoppelschicht, die auf ein normalerweise hydrophiles Substrat (z.B. Glas)
aufgebracht wurde (s. Abb. . Sie ist auf dem Glas fixiert, kann also nicht spontan
die Ebene verlassen. Zwischen Substrat und Membran befindet sich typischerweise ein
wenige Molekiillagen (< 0,5nm) dicker Wasserfilm aus geordnetem Wasser, so dafl beide

2 Aktionspotential
3Tip Sonicator
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Abbildung 3.6: Schema einer substratgestiitzten Membran. Zwischen dem Substrat
(z.B. ein Deckgléschen oder ein SAW-Chip) und der Membran befindet sich ein wenige
Molekiillagen dicker Wasserfilm, der die Membran vom Substrat abhebt und fluide hélt.

Monolagen der Membran fluide sind, d.h. sich die Lipidmolekiile frei in der Ebene diffu-
siv bewegen koénnen. Trotzdem wird diskutiert, ob die ans Substrat grenzende Monolage
durch Reibungseffekte abgebremst wird; diese Frage ist noch nicht abschlieend geklért -
eine Beobachtung dieser Arbeit liefle sich so erkliaren, namlich die zwei beobachteten Dif-
fusionskonstanten in [59]. Sicher ist aber, dafl sich Transmembranproteine aufgrund des
begrenzten Platzes zwischen Substrat und SLB nicht in SLBs einlagern. Mikrometergrofie
Phasen sind in SLBs nicht mehr frei beweglich.

Um diese Beschriankungen zu umgehen, entwickelte man sog. polymerkissengestiitzten
Membranen [21]: Bei diesen wird die Membran durch auf die Oberfldche aufgebrachte Po-
lymere wie z.B. Polyethylenglykol (PEG) vom Substrat abgehoben. So lassen sich auch
Membranproteine in die SLB einlagern. In dieser Arbeit wurde nicht mit Polymerkissen
gearbeitet, da der enge Kontakt mit dem Substrat gewiinscht war. Dennoch kénnte diese
Technik erlauben, auch grofie Transmembranproteine mit piezoelektrischen akustischen
Oberflichenwellen (SAWSs) zu transportieren und sogar eventuell aus nativen Membranen
zu extrahieren.

SLBs erlauben eine Biofunktionalisierung von anorganischen Oberflichen wie Halbleitern
oder optoelektronischen Anordnungen und auch polymerbeschichteten Materialien [14].
Membranen stellen eine gut kontrollierbare natiirliche Umgebung dar fiir Proteine (wie
z.B. Hormonrezeptoren oder Antikérper). Membranen koénnen als nur nanometerdiinne,
aber kaum elektrisch leitende Schichten auf leitenden Materialien dienen, wobei in die
Membran eingebrachte Rezeptoren Biosensoren darstellen (iiber elektrische oder optische
Detektion). Substratgestiitzte Membranen, die durch weiche Polymerkissen oder nano-
metrische Wasserschichten vom direkten Kontakt mit der Oberfliche abgehoben sind,
besitzen sehr dhnliche thermodynamische und strukturelle Eigenschaften wie freie Lipid-
doppelschichten. Des Weiteren konnen SLBs biomimetisch préapariert werden mit genau
definierten Adhésionseigenschaften, z.B. der Rezeptordichte, was brauchbar fiir die For-
schung an spezifischen Schliissel-SchloB3-Kraften wiahrend der Zelladhdsion und der Zell-
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Zellerkennung ist. Diese Prozesse spielen eine entscheidende Rolle bei der Organisation
von Zellen in Gewebestruktur.

Substratgestiitzte Membranen (SLBs) lassen sich mit mehreren Methoden auf Oberflachen
aufbringen [60], hier werden die gingigsten kurz vorgestellt.

Die einfachste Methode ist, in Losungsmittel (z.B. Chloroform, Isopropanol) geloste Li-
pide auf die zu beschichtende Oberfliche aufzubringen, das Losungsmittel zu verdampfen
und dann die ausgetrocknete Lipidschicht unter Wasser zu setzen und durch Scherflufl
zu spiilen, bis nur noch eine Lipiddoppelschicht als stabilste Konformation iibrig bleibt.
Diese Methode wird in der Literatur hdufig als ,,spin coating“ bezeichnet, da sich diinne
Filme am besten durch schnelles Drehen des Substrates erzeugen lassen nachdem der
Losungsmitteltropfen aufgetragen wurde, dhnlich dem Auftragen von Photolacken fiir Li-
thographie mittels Lackschleuder. Es ist hier besonders auf ein vollstéindiges Verdampfen
des Losungsmittels zu achten, was nur durch léngeres Lagern unter Vakuum erreichbar ist.
Leider konnten die hauptséichlich in dieser Arbeit verwendeten Substrate nicht mit spin
coating beschichtet werden, da es sich um in Platinen eingeklebte Chips handelte.

Eine weitere interessante und zuverlidssige Methode ist die Methode des Losungsmittel-
austauschs (solvent exchange) [61]. Hier werden die Lipide in Alkohol-Wassermischungen
in die Kammer gegeben, bei denen sie noch komplett gelost sind. Schrittweise erh6ht man
den Wasseranteil, bis schlagartig der hydrophobe Effekt dominiert und sich die bekannten
Doppelschichten bilden - {iberall in der Losung, aber auch an den hydrophilen Oberflichen.
Aufgrund der Benetzungseigenschaften von Alkoholen und der moglichen Empfindlichkeit
der benutzten Kleber, Kunststoffe und des PDMS}Dichtringes sowie der beobachteten
niedrigeren Fluiditat der mit Losungsmittelaustausch hergestellten Membranen wurde die-
se Methode in dieser Arbeit kaum angewendet.

Die géngigste Methode, eine SLB zu erzeugen, ist die sogenannte Vesikelfusion [32]. Hier-
zu stellt man eine Emulsion aus kleinen Vesikeln (SUVs) am besten durch Beschallung
(s. Anhang her. Mit dieser Emulsion wird die Kammer befiillt. Die Vesikel binden
an die zu beschichtende Oberfliche an und platzen schliefllich auf (s. Abb. bis das
gesamte Substrat bedeckt ist. Nach etwa 45min hat sich eine durchgéngig fluide Lipid-
doppelschicht gebildet, und iiberschiissige sowie an die SLB gebundene Vesikel lassen sich
wegspiilen. Mit Vesikelfusion kann man auch schlecht zugéngliche Oberflichen beschich-
ten, z.B. Mikrofluidikkanéle oder sogar enge Kapillaren. Auflerdem zeigen Erfahrungen am
Lehrstuhl Rédler, dafl mit Vesikelfusion erzeugte SLBs die hochste Fluiditéit aufweisen.
Bei richtig vorbehandelten Substraten funktioniert jede Methode, SLBs herzustellen mit
hoher Zuverléssigkeit. Die Membranen sind sehr homogen, durchgingig fluide und wei-
sen nur geringe Defekte auf. Sie sind iiber mehrere Tage stabil, solange sie unter Wasser
bleiben. Luft an sich ist zwar nicht direkt schédlich, die sich beim Austrocknen bildende
Wasser-Luft Grenzflidche reifit jedoch durch ihre hohe Oberflichenspannung grofie Locher
in die Membran.

4Polydimethylsiloxan
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Abbildung 3.7: Kleine Vesikel in Suspension binden an die zu beschichtende Ober-
fliche (a), platzen auf (b) und viele geplatzte Vesikel beschichten schliefllich die ge-
samte Oberfliche und eine durchgéngige Lipiddoppelschicht bildet sich (c).

Der Vollstandigkeit halber sollen hier noch etliche andere Modellmembranen erwéhnt
werden, die fiir die Forschung von allergroiter Bedeutung sind, in dieser Arbeit aber
keine Rolle spielten: Uber Poren gespannte Schwarze Lipidmembrane Monolagen z.B.
zu untersuchen im Langmuirtrog, Nanodisks, Multilagen und Lipid-DNA-Komplexe [62].

3.3 Beeinflussung von Membranen und
membrangebundenen Makromolekiilen

In dieser Arbeit wurden zwei neuartige Methoden zur Manipulation von Lipidmembranen
entwickelt: Die Phasenentmischung von Riesenvesikeln (GUVs) durch Mikrostrukturen,
sowie die dynamische Entmischung von substratgestiitzten Membranen und daran gebun-
denen Makromolekiilen durch piezoelektrische Oberflichenwellen (SAWs).

Hier werden die bereits in der Literatur beschriebenen und zum Teil bereits seit etwa 15
Jahren géngigen Methoden, SLBs zu manipulieren, zusammengefafit.

Zunéchst kann man die Membran mittels Diffusionsbarrieren in fluide Unterbereiche ein-
teilen, sogenannte , corrals® (Gehege). Dazu bringt man mittels Lithografie z.B. Gold-,
Aluminiumoxid-, oder Photolackbarrieren auf ein Glassubstrat auf, auf denen keine Mem-
bran spreiten kann. Die membranbedeckten Bereiche sind in sich fluide, kénnen aber von-
einander separiert werden, Lipide kénnen also nicht iiber die Barrieren hinweg diffundie-
ren. Wenn die Lipide in einer Membran elektrisch geladen sind (oder zumindest eine von
mehreren Komponenten eine Ladung triagt), kann man Membranen durch elektrische Fel-
der entmischen. Man legt entweder iiber aufstrukturierte Goldelektroden oder iiber in die
Losung gehdngte Driahte eine Spannung an, der die Lipide dann je nach Ladung folgen.

5 Black Lipid Membranes, BLMs
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Typischerweise bildet sich hier fiir den haufigen Fall eines quasihomogenen Feldes eine
Boltzmannverteilung der Lipiddichte heraus [37, [63].

Membranen mit komplizierterer Zusammensetzung, die Phasen bilden konnen, reagieren
direkt auf die Kriimmung des Substrates [64]. In Bereichen hoher Kriimmung sammeln
sich andere Mikrodoménen an als in Bereichen niedriger Kriimmung. So stark gekriimmte
Substrate lassen sich z.B. durch ,, Nano-wrinkles* (Faltenwurf) herstellen: das weiche Ma-
terial PDMS wird durch Plasma oberflichlich gehértet und schliefSlich in einer Richtung
gedehnt. Dies fiihrt in der anderen Richtung zu einer Kontraktion, welche an der hérteren,
weniger flexiblen Oberfliche zu Faltenbildung fiihrt. Diese Methode kann zur gezielten
lokalen Entmischung von SLBs verwendet werden [36]: Zwei verschiedene fluoreszenzgela-
belte Lipide separieren, je nach Kriimmung der Oberflache.

Auch optisch lassen sich SLBs strukturieren: Sogenannte Diacetylene-Lipide polymerisie-
ren, wenn sie durch UV-Licht beleuchtet werden [34]. Dadurch la8t sich das gewiinschte
Muster direkt in die ansonsten fluide Membran , hineinbelichten®.

Durch lokales Heizen, z.B. durch einen Laserstrahl, der von Nanopartikeln absorbiert wird,
konnen lokale Phaseniiberginge in Membranen ausgelost werden [65].

Eine interessante dynamische Methode zur Membranmanipulation ist Mikrofluidik. Ob-
wohl substratgestiitzte Membranen sich sehr nahe an der Oberfliche befinden, ist es den-
noch moglich, sie durch Scherfliisse zu beeinflussen. Ein iiber die Membran hinwegfliefSen-
der Wasserstrom reifit die fluide Membran teilweise mit und prégt ihr das Mikrofluidikprofil
auf [38,166]. Diese Methode 148t sich auch zum Beschichten einer Oberfldche mit einer SLB
benutzen, indem Lipide aus einem Reservoir durch den Fluf} iiber das Substrat gespreitet
werden und es ist sogar moglich, membrangebundene Proteine lokal anzusammeln und in
einem Nichtgleichgewichtszustand zu separieren [67].

Gebundene Makromolekiile wie z.B. DNA lassen sich elektrostatisch auf SLBs anbinden
und durch elektrische Felder verschieben [68, [69] und durch ein mikrostrukturiertes Sub-
strat beeinflussen [23] [70].

Als neue Methode der Membranbeeinflussung wurde in dieser Arbeit die SAW-induzierte
Membranentmischung entwickelt, die auf piezoelektrischen Substraten basiert [59].






4 Methoden

4.1 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopie ist eine der wichtigsten Techniken bei der Arbeit mit biologischen
Proben (s. Abb. . Sie ermoglicht extrem hohen Kontrast, da interessante Komponenten
der Probe zum Selbstleuchten angeregt werden und man so gezielt Strukturen betrachten
kann, die eigentlich zu klein und kontrastarm fiir optische Mikroskopie sind wie z.B. Ein-
zelmolekiile. Fluoreszenz basiert auf dem Effekt, dafl bestimmte (fluoreszente) Molekiile
Photonen absorbieren, wodurch ein Elektron in einen energetisch héheren Bereich ange-
regt wird. Dieses wiederum relaxiert im Regelfall strahlungslos auf ein wenig niedrigeres
Niveau, von wo es zuriick auf den Grundzustand springen kann - unter Aussendung ei-
nes im Vergleich zum Angerungslicht rotverschobenen, da niederenergetischeren Photons.
Durch optische Filtersysteme - Anregungs- und Emissionsfilter sowie den Strahlteiler -
lassen sich Anregungs- und Fluoreszenzlicht eindeutig trennen, so dal man nur das Licht
der fluoreszenten Proben beobachtet. Biologische Proben sind zumeist mehr oder weniger
transparent, also wenig kontrastreich. Zudem liegen intrazelluldre Strukturen haufig weit
unter der optischen Auflosungsgrenze (je nach verwendetem Licht 300 — 600nm). Fluo-
reszenzmikroskopie bietet die Moglichkeit, einzelne Molekiile zu verfolgen, und selektiv
interessante Systeme ,anzufarben“. Das funktioniert normalerweise so: Ein Fluoreszenz-
farbstoff wird in die Probe eingebracht, der selektiv nur an die zu beobachtenden Teile,
z.B. die DNA bindet. In dieser Arbeit wurden die gewiinschten Lipide und Proteine bereits
gelabelt gekauft, DNA wurde meist mit einem interkalierenden Farbstoff selbst gelabelt.
In den Experimenten dieser Arbeit wurde ein invertiertes Zeiss Axiovert 100M Epifluoreszenz-
mikroskop (Zeiss, Oberkochen) verwendet. Als Beleuchtung dienten eine Quecksilber-
dampflampe oder verschiedene kollimierte LED-Module (Thorlabs). Je nach Dicke der
verwendeten Substrate kamen ein Olimmersionsobjektiv (100x/1.3), ein 20x/0.75 Objek-
tiv und ein Long Distance (40x/0.3) (alle Zeiss) zum Einsatz. Als Kamera wurde eine
gekiihlte rauscharme Sensicam QE (PCO, Kelheim) verwendet, zur Steuerung des Mi-
kroskops und fiir die Bildauswertung die Freeware ImageJ und das Plugin Micromanager
benutzt.
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Abbildung 4.1: a) DNA gebunden an eine SLB, betrachtet mit Fluoreszenzmikrosko-
pie. Die Probe wird mit dem Anregungslicht der LED durch das Objektiv beleuchtet,
welches das von der Probe ausgesendete Fluoreszenzlicht auf den CCD Sensor abbil-
det. Durch geeignete Wahl von Anregungsfilter, Dichroit und Emissionsfilter (Zusam-
men Filtersatz) a8t sich das Anregungslicht sauber vom Fluoreszenzlicht trennen. b)
Fluoreszenzspektrum des Fluoreszenzfarbstoffes Texas Red ¢) Energieschema der Elek-
tronen in einem Fluoreszenzfarbstoffmolekiil (Beispiel) Ein Elektron wird durch das
Anregungslicht in ein héheres Energieschema angehoben. Von dort relaxiert es strah-
lungslos in einen dritten Zustand, und von dort unter Aussendung eines rotverscho-
benen Fluoreszenzphotons zuriick in den Grundzustand. In seltenen Féllen gelangt es
in einen Triplettzustand, den es nur iiber einen verbotenen Ubergang wieder verlassen
kann. Eine hohe Besetzung von Triplettzustdnden ist eine Ursache fiir Photobleichen.

d) Das in dieser Arbeit verwendete invertierte Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert
100M).
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4.2 Lithografie

Fiir diese Arbeit wurde zur Strukturierung harter Oberflichen wie z.B. Glas oder Lithium-
tantalat optische Lithografie benutzt. Dies ist eine Standardmethode der Halbleitertechno-
logie, um mikro- bis nanometergrofie Strukturen wie etwa Leiterbahnen herzustellen. Notig
ist hierfiir ein Reinraum, der fiir diese Arbeit vom Lehrstuhl Kotthaus (LMU) und vom
Lehrstuhl fiir Experimentalphysik 1 (Prof. Wixforth, Universitit Augsburg) zur Verfiigung
gestellt wurde.

Die Herstellung einer Grabenstruktur wie in P1 beschrieben lduft folgendermafien ab (s.
Abb. : Zuerst wird unter schneller Drehung des Substrates eine wenige um dicke Foto-
lackschicht aufgeschleudert (spin coating). Diese wird unter Warme stabilisiert (soft bake),
an eine Chrommaske angepret und mit UV-Licht beleuchtet. Der Fotolack wird in der
gewiinschten Struktur belichtet und je nach Fotolack (positive or negative resist) an den
belichteten Stellen entweder sensibilisiert oder stabilisiert auf den Entwickler, der den
Lack an bestimmten Stellen wegwéscht und so ein Bild der letztlich gewiinschten Struktur
zuriicklaft. Der Fotolack wird nun durch weiteres Ausbacken verfestigt (hard bake). Die
Liicken im Fotolack kénnen nun mit aufgedampftem Metall gefiillt werden, was in dieser
Arbeit bei den Fingerstrukturen zur SAW-Anregung so gemacht wurde, oder wie fiir das
erste Projekt verwendet, mit reaktivem Ionenétzen abgetragen werden, so dafi Griaben
entstehen.

Mit Aceton und Piranhalosung (Schwefelsdure und Wasserstoffperoxyd, 3:1) kann man
den verbleibenden Fotolack restlos entfernen.

4.3 Akustische Oberflachenwellen (Surface Acoustic
Waves, SAWs)

Akustische Oberflachenwellen, kurz SAWSE] sind Scherwellen in Festkorpern, die sich nur
planar an der Oberfliche ausbreiten, sie reichen etwa eine Wellenléinge in das Material
hinein. Normalerweise haben sie eine Longitudinal- und eine Transversalkomponente, ein
Oberflichenpunkt vollfithrt so im Allgemeinen eine elliptische Bewegung. Je nach Richtung
der Hauptauslenkung kann man als Spezialfille Rayleighwellenf| in z-Richtung, Scherwel-
lenE] in y-Richtung und Schallwellenlﬂ unterscheiden (s. Abb. . In dieser Arbeit wurden
vor allem Scherwellenchips verwendet.

Erstmals beschrieb Lord Rayleigh 1885 Oberflichenwellen mathematisch, noch bevor diese
beobachtet werden konnten. Grofie Bedeutung haben Rayleighwellen in der Erdbebenfor-
schung, da diese Art Oberflichenwelle die zerstorerischste ist. Scherwellen oder Lovewel-
len wurden 1911 erstmals von Augustus Love mathematisch beschrieben. Sie stellen die

lsurface acoustic waves

2benannt nach Lord Rayleigh, 1842-1919

3auch Love-Wellen, benannt nach Augustus Love, 1863-1940
4nur longitudinal in x-Richtung
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des Atzprozesses. a) Aufschleudern einer
Fotolackschicht und softbake, b) Belichten der Fotolackschicht mit der gewiinschten
Struktur, ¢) Entwickeln der belichteten Fotolackstruktur und hardbake, d) Reaktives
Ionenitzen, e) Entfernen des Fotolacks mit Piranhalosung. f) Bild der verwendeten
Parallelplatten-RIE Anlage im Reinraum des LS Kotthaus.
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schnellsten Oberflichenwellen dar. Diese Wellen eignen sich fiir Experimente an substrat-
gestiitzten Membranen besonders, da sie keine z-Komponente besitzen und so aufgrund
des fehlenden Schubmoduls von Fliissigkeiten nur sehr schwach in das Wasser einkoppeln
und somit kaum gedampft werden.

Akustische Oberflachenwellen auf piezoelektrischen Substraten lassen sich auf vielféltige
Art und Weise erzeugen [71], beispielsweise durch Elektronenstrahlen und intensive La-
serbestrahlung. Der technische Durchbruch erfolgte allerdings erst 1965, als White und
Voltmer eine sehr effiziente Methode fanden, Oberflachenwellen auf piezoelektrischen Sub-
straten anzuregen [72]: Sie brachten mittels Lithographie ineinandergreifende metallische
Fingerstrukturenﬂ auf ein Quarzsubstrat auf (s. Abb. . Durch Anlegen einer Wechsel-
spannung mit der richtigen Frequenz, die sich mit f = v/\ aus der Wellenausbreitungsge-
schwindigkeit v und der verwendeten StrukturgroBe A [J] ergibt, liefen sich effizient Ober-
flachenwellen anregen und iiber den umgekehrten Mechanismus an einer entfernten Stelle
mit einer gleichartigen Fingerstruktur nachweisen. Durch gepulste Signale kann man durch
Messung der Signallaufzeit die Wellengeschwindigkeit messen, bei Quarz 3200 — 3370m/ s,
je nach verwendeter Kristallorientierung. In dieser Arbeit wurde vor allem mit Scherwellen-
chips aus Lithiumtantalat (LiTaOs3) gearbeitet, die bei einem Kristallschnitt von 36°—Y ei-
ne Wellengeschwindigkeit von 4150m /s aufweisen. Diese Geschwindigkeiten sind sehr hoch,
verglichen mit den typischen Chipgrofien einiger mm und Fluoreszenz-Belichtungszeiten
im Sekundenbereich. Deshalb wurden in dieser Arbeit ausschliefllich mit stehenden Wel-
len experimentiert. Stehende Wellen bilden sich aus, wenn sich zwei gegenldaufige Wellen
gleicher Wellenlédnge, gleicher Amplitude und fester Phasenlage iiberlagern. Die Phasen-
lage dieser Wellen zueinander bestimmt die Position der sich ausbildenden Knoten und
Bauche, also Bereiche maximaler Amplitude und Bereiche, die nicht schwingen. Genau
umgekehrt verhalten sich die Verzerrungen im Material: in Béuchen (maximale Auslen-
kung) ist die Verzerrung minimal, in Knoten (minimale Auslenkung) dagegen maximal.
Diese Uberlegung spielt eine zentrale Rolle bei der Erklirung, wie eine stehende Ober-
flachenwelle auf SLBs wirkt.

Die Anregung erfolgte iiber einen Signalgenerator (SML, Rhode und Schwarz), dessen
Ausgangssignal verstiarkt (ZHL2 bzw. ZHL-2010, MiniCircuits) und mit einem Leistungs-
teiler (ZFSC-2-4, MiniCircuits) auf die beiden gegeniiberliegenden IDTs aufgeteilt wurde
(s. Abb. [£.5). Fiir die Anordnung mit gekreuzten IDTs (s. Abb. 5.13] und [5.14) wurde
die Anordnung doppelt benétigt, da sowohl Anregungseffizienzen als auch Anregungsfre-

quenzen der 90° Grad senkrecht zueinander angeordneten IDTs unterschiedlich sind. Es
zeigte sich, dafl sowohl die verwendeten Mikrowellengeneratoren phasengekoppelt stabil
iiber Stunden exakt ihre Frequenz und Phasenlage zueinander halten und auflerdem trotz
der zwangslaufig unterschiedlichen Kopplungsbedingungen (Stecker, Kabel, Lotstellen...)
die Amplituden hinreichend &hnlich iiber die Laufstrecke sind. Dies hat vor allem auf-
grund der Dampfung der Wellen unter Wasser besondere Beachtung: Rayleighwellen bei-

Sinterdigital transducers, IDTs
6Wellenléinge entsprechend dem doppelten Transducerabstand
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spielsweise werden innerhalb der ersten drei Wellenlingen unter Wasser auf 1/e ihrer
Amplitude geddmpft. Da bei den verwendeten Scherwellenchips etwa 3, 5mm/27um =
130 Wellenldngen (,Doppelstreifen) beobachtet wurden, liegt die Dampfung im ver-
nachlassigbaren Bereich, genauso wie auch die mogliche lokale Erwérmung.

Uber eine leichte Verstimmung der beiden Generatore konnten Schwebungen erzeugt
werden, die effektiv zu einem verschiebbaren Streifenmuster fiithrten. Die Bewegungs-
richtung und -geschwindigkeit héngen vom Frequenzunterschied der beiden Generatoren
ab.

Direkt nachweisen kann man SAWs durch Rontgenbeugung, indem man laufende Wel-
len stroboskopartig mit Rontgenblitzen beleuchtet [73], durch Ramanspektroskopie und
AFM (Kap. [7.1). Meist beschriinkt man sich aber darauf, an einem zweiten Transducer
gegeniiber dem Anreger die Welle wieder auszukoppeln und die Transmission des Chips
Zu messen.

Akustische Oberflichenwellen kommen in einigen integrierten und miniaturisierten Anwen-
dungen zum Einsatz, z.B. als Frequenzfilter, SAW-Tag, Sensor [74], Fliissigkeitsmischer [75]
oder Mikrofluidikpumpe [76]. Zwei gegeniiberliegende Transducer stellen in Transmission
einen sehr selektiven Frequenzfilter dar, der in praktisch allen Mobiltelefonen zum Einsatz
kommt. SAW Tags (Chips in Reflexionsgeometrie) werden dhnlich wie RFIDﬂTags zur
kontaktlosen elektronischen Identifikation verwendet und bieten einige Vorteile gegeniiber
den {iiblichen induktiven Bauweisen. Als Sensor werden SAW Chips in Transmission ver-
wendet, dhnlich wie in Quarzkristallmikrowaagen (QCM) nutzt man hier die Tatsache
aus, daf} sich Amplitude und Phase einer Oberflichenwelle mit dem Massebelag des Chips
andern. SAW getriebene Mikrofluidik schliefSlich basiert gerade auf der starken Démpfung
von Rayleighwellen durch Wasserbelag: Die Welle koppelt ins Wasser ein, wird geddmpft
und {ibertragt ihren Impuls auf das Wasser. Ein Wassertropfen auf einem Rayleighchip
beispielsweise bewegt sich in Wellenausbreitungsrichtung iiber das Substrat [76]. In ge-
schickter Geometrie ist es auch moglich, Teilchen in Mikrofluidikstromungen durch SAWs
zu beeinflussen [77, [7§].

Diese Beispiele machen deutlich, dafl akustische Oberflichenwellenchips Standardbauteile
sind, in Massenproduktion hergestellt werden und die gesamte Peripherie auch stark minia-

turisierbar ist. Dies macht einen Einsatz fiir Lab-on-a-Chip Systeme auch in industriellem
Maflstab denkbar.

4.4 Praparationsmethoden

Die wichtigsten Praparationsmethoden finden sich als Protokolle im Anhang. SLBs wur-
den mit der Vesikelfusionsmethode hergestellt, bei der kleine Vesikel durch Beschallen einer
Lipidemulsion hergestellt, diese an eine Oberflache binden, aufplatzen und dort eine durch-

"z.B. 0,1 Hz bei einer Arbeitsfrequenz von 153 MHz
8Radio Frequency Identification
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Abbildung 4.3: Vergleich von Rayleighwelle (a) und Love- oder Scherwelle (b). Die
Ausbreitungsrichtung ist hier stets mit x bezeichnet. Rayleighwellen besitzen aus-
schliefllich eine z-Komponente, Scherwellen ausschliefllich eine y-Komponente in der
Auslenkung. In einem realen Material sind immer Uberlagerungen zu finden, in unse-
rem Aufbau damft jedoch die Wasserschicht Wellen mit z-Komponente effizient. Nach
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Abbildung 4.4: Prinzipskizze metallischer Fingerstrukturen (IDTs) zur Anregung
von akustischen Oberflichenwellen auf piezoelektrischen Substraten. Die Wellenaus-
breitung erfolgt senkrecht zu den Fingern (x), wobei die Breite der Wellenfront durch
die Apertur a festgelegt wird. Die Periodizitit 2p der Finger bestimmt die moglichen
Anregungsfrequenzen, wobei die Grundfrequenz (Mittenfrequenz bzw. Resonanzfre-
quenz) durch fo = ¢SAW/X mit A = 2p festgelegt wird. Der Abstand 1 zwischen den
IDTs wird bei SAW-Sensoren als Verzogerungsstrecke (delayline) bezeichnet, da hier
das Signal von Licht- auf Schallgeschwindigkeit , verlangsamt“ wird.
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Abbildung 4.5: a) Das Signal eines Mikrowellengenerators wird gesplittet, verstarkt
und von zwei Seiten in den SAW-Chip eingekoppelt. Dieser Aufbau sichert stabile Pha-
senlage, die Position und Ausprigung des Musters ist aber abhéngig von den genauen
Ankoppelbedingungen wie z.B. der Kabelldnge. In b) wurden zwei phasengekoppelte
Generatoren verwendet, was iiber leichte Frequenzverstimmung erméglicht, Schwebun-
gen zu erzeugen.
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gehende Lipiddoppelschicht formen . Phasenseparierte Riesenvesikel (GUVs) lassen
sich am besten durch Elektroformation herstellen: in Losungsmittel geloste Lipide
werden hier auf mit ITO leitend beschichtete Glasplatten aufgebracht, ausgetrocknet und
16sen sich in wéssriger Losung durch Anlegen einer geeigneten Wechselspannung als GUVs
ab.

Die Elektronenstrahllithographie zur Herstellung optischer Masken und Optische Litho-
grafie zur Herstellung von IDT Strukturen sind im Anhang [7.8| und [7.9] zu finden.






5 Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Verdffentlichungen P1 (Anhang [7.1]), P2
(Anhang [7.2), P3 (Anhang[7.3), P4 (Anhang und das Manuskript M1 (Anhang

kurz zusammengefaf3t présentiert.

5.1 Dynamik von substratgestiitzten Membranen und
gebundenen Makromolekiilen

Um ein besseres Verstédndnis von komplexen biologischen Systemen wie z.B. der Zellmem-
bran zu erlangen, beschéftigt man sich experimentell mit vereinfachten Modellsystemen.
In dieser Arbeit dienten Riesenvesikel und substratgestiitze Membranen und daran gebun-
dene Makromolekiile als solche. Die Riesenvesikel haben den Vorteil, vom Kriimmungsgrad
und der hier gewéhlten ternédren Lipidmischung mit einem extrem einfachen System sehr
nahe an die natiirliche Zellmembran heranzukommen, wobei natiirlich Proteine und al-
le aktiven Komponenten wie Zytoskelett oder Glykokalix fehlen. Die substratgestiitzten
Membranen andererseits bieten experimentell einige Vorteile (in Kap. beschrieben) -
in dieser Arbeit wurden speziell die Wechselwirkungen von Lipidmembran und Substraten
untersucht.

In diversen Vorarbeiten wurde der Einflul mikrostrukturierter statischer Oberflachen auf
Modellmembranen untersucht. Mikrostrukturierung bedeutet in diesem Fall im Reinraum
lithographisch hergestellte Strukturen. Von Groves et al. wurden effiziente Diffusionsbar-
rieren zwischen verschiedenen Membranbereichen hergestellt (., corralls“) [35], Sanii et al.
zeigten den Einflul von gekriimmten Strukturen auf Membranen [36] und Hochrein et al.
die Streckung von langen DNA Molekiilen in den Kanten membranbeschichteter Mikro-
graben [23]. Des weiteren verwendeten Hook et al. hydrodynamischen Fluf; um SLBs zu
entmischen [38] und angebundene Makromolekiile zu beeinflussen [67].

An diese Arbeiten kniipft der erste Teil dieser Dissertation an. So wurde der Einflu} von
Mikrogriben auf Membranen von Riesenvesikeln und die Dynamik von DNA gebunden an
substratgestiitzte Membranen untersucht.
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5.1.1 Substratinduzierte Membranentmischung in Vesikeln (P1,
Anhang (7.1

In heterogenen Membranen, die wie echte Zellmembranen aus verschiedenen Lipiden beste-
hen, héangt die laterale Lipidzusammensetzung von der lokalen Kriimmung ab. Genauso ist
natiirlich die Biegungsenergie von der Zusammensetzung abhéingig. Diese fundamentalen
Zusammenhinge wurden in dieser Arbeit am Beispiel von Riesenvesikeln (GUVs) unter-
sucht, die auf mikrostrukturierte Oberflichen gesetzt wurden. Als Lipidzusammensetzung
dieser Vesikel wurde eine dreikomponentige Mischung aus den Hauptbestandteilen der
Zellmembran DOPC, Sphingomyelin und Cholesterol nahe der natiirlichen Zusammenset-
zung gewihlt, deren Temperaturverhalten bereits gut bekannt ist [I13] (s. Abb.[5.1). Diese
Mischung zerféllt bei Raumtemperatur in zwei koexistierende Phasen, deren Verhéltnis
zueinander von der Temperatur abhingt [79]. Diese beiden Phasen werden ,geordnete
fliissige Phase“ (Lo, liquid ordered) und ,ungeordnete fliissige Phase“ (Lp, liquid disor-
dered) genannt. Sie unterscheiden sich im Ordnungsgrad der Lipidketten, der chemischen
Zusammensetzung und der physikalischen Eigenschaften wie z.B. der Steifigkeit. So sind
die Ketten in der Lo Phase geordneter und fluktuieren weniger, so dafl diese zwar dich-
ter gepackt, aber auch dicker ist. In den geordneten Bereichen sammelt sich bevorzugt
das Sphingomyelin, dessen Ketten durch eingelagertes Cholesterol stabilisiert sind. In der
ungeordneten Phase Lp befindet sich bevorzugt DOPC, dessen Ketten frei fluktuieren,
so daf sie insgesamt fluider ist und eine geringere Linienspannung hat. Die Minimierung
der hohen Linienspannung der Lo Phasen fithrt dazu, daf sie rund erscheinen und, wie
im Konfokalmikroskop ersichtlich aus dem Vesikel hervorstehen [15], somit (trotz ihrer
hoheren Steifigkeit!) stirker gekriimmt sind als Lp Phasen. Im Experiment erscheint die
Lp Phase meist hell, da sich das haufig verwendete fluoreszenzgelabelte Lipid Texas Red-
DHPE in dieser Phase ansammelt.

In diesem Teil der Arbeit wurde gezeigt, dafl diese Lo Phasen durch den Kontakt mit
mikrostrukturierten Griaben in Quarzglas sortiert und deformiert werden. Ein &hnliches
Phénomen zeigt sich bei Vesikeln, die auf flache Borosilikatsubstrate mit abwechselnd
,hanorauher* und ,nanoglatter“ Oberfliche aufgebracht wurden. Die L, Phase sammelt
sich in Bereichen grabeniiberspannender freitragender Membran bzw. glatter Oberfliche.
Verformung von Lo Phasen tritt auf, wenn die Domé&nen iiber die Strukturbreite hinaus-
wachsen.

5.1.2 Dynamik von DNA Elektrophorese auf SLBs
(P2, Anhang [7.2)

DNA kodiert die Erbinformation und nimmt deshalb in der Forschung eine herausragende
Stellung ein. Zugleich spielen DNA-Analysemethoden wie z.B. die Elektrophorese eine ex-
trem wichtige Rolle im Laboralltag. Verbesserungen und neue Methoden in diesem Bereich
haben so natiirlich auch ein enormes kommerzielles Potential. DNA ist auch an sich ein
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Abbildung 5.1: Phasenseparation in einem terndren GUV. Die unterschiedliche che-
mische Zusammensetzung und der unterschiedliche Ordnungsgrad der Lo und Lp
Phasen ist links illustriert. Die hohere Linienspannung der runden Lo Phasen (die
diese auch in runde Form zwingt) sorgt gleichzeitig dafiir, dafl die eigentlich steife-
ren Lo Phasen sich aus dem GUV herauswolben und somit stéarker gekriimmt sind.
Mafstab 6um.

L.domain b) DOPC Guv

Abbildung 5.2: a) Schema eines dreikomponentigen Riesenvesikels auf einer mi-
krostrukturierten Glasoberfliche mit 1um tiefen Grében. Das Vesikel ist unten im
Kontaktbereich mit dem Substrat abgeflacht, wobei die Vesikelmembran die Mikro-
griaben iiberspannt. Liquid Ordered Domains Lo (nicht ganz korrekt auch ,, Gelphasen*
genannt) bilden Ausbeulungen am Vesikel und werden deshalb aus den Plateauregio-
nen zwischen den Grében verdriangt. Die Grabenkanten bilden eine Barriere, die die
Doménen im Bereich der freihingenden Membran in eine ldngliche Form zwingen.
Im konfokalen Mikroskop (Laser scanning Microscope, LSM) ist das Uberspannen der
Grében direkt sichtbar (inset). (Mafistab 4um). b) Um das Aufplatzen der Riesen-
vesikel im Kontakt mit Glassubstraten zu verhindern, wurden diese mit einer SLB
passiviert und die Bindungsstérke mit einer auf die SLB aufgebrachten Streptavidin-
Zwischenschicht auf ein Optimum eingestellt.
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Abbildung 5.3: Mikroskopbilder von Vesikeln auf nanorauhen und nanoglatten Ober-
flachen. a) Geordnete und ungeordnete Fliissigkristalline Phasen werden durch die
Energiebarriere, die die Grabenkante darstellt, nahezu vollstindig voneinander ge-
trennt. Die Lo Phase sammelt sich iiber glatten, die Lp Phase iiber rauhen Bereichen
des Substrates. b-e) Zeitserie mobiler, aber in einem flachen Graben mit geringer Rau-
higkeit angesammelter Lo Doménen. Im Laufe der beobachteten Dauer wuchsen die
Doménen an und fusionierten, bis ihr Durchmesser die Grabenbreite erreichte und
in eine langliche Form zwang. Mit weiterem Wachstum fiihrte die wachsende Lini-
enspannung schliefllich zu lokalem Abheben der Vesikelmembran von der Oberfléche,
und die Doméne nahm schlieSlich wieder kreisrunde Gestalt an. In weiteren Expe-
rimenten konnte beobachtet werden, dafl solche Doménen immer noch bevorzugt in
Grabenbereichen anzutreffen sind. Die Pfeile deuten die Position der flachen Grében
an, Maflstab 4um.

Abbildung 5.4: Fluoreszenzbilder von lokal angesammelten und lénglichen Lo
Doménen (dunkel) in einem Riesenvesikel auf einem Substrat mit 1pm tiefen Grében.
a) Wenn die Oberfliche mit BSA (Bovine Serum Albumine) iiberzogen war, sam-
melten sich Lo-Doménen in den freitragenden Bereichen der Vesikelmembran an
und nahmen langliche Form an. b) Mit einer SLB als Deckschicht anstelle von BSA
um allzu engen Kontakt des Vesikels mit der Oberfliche zu vermeiden, konnte auch
Doménenverformungen beobachtet werden. Diese jedoch wurden leicht durch Beleuch-
tung gestort, nahmen kreisformige Gestalt an und wurden von der Unterseite der Ve-
sikel weggeprefit wie in ¢). Pfeile geben die Position der Griaben an, Mafistab ist 4um.
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Abbildung 5.5: Bildsequenz eines phasenseperierten Riesenvesikels, das an eine strep-
tavidinbedeckte SLB gebunden ist. Lo Doménen sammelten sich in freitragenden
Membranbereichen und fiillten bei Wachstum schliellich den gesamten Graben aus.
Die Vesikelmembran wurde heruntergezogen, so dafl sie der Grabenkontur folgte, so-
bald die Bindungsstérke an das Streptavidin einen bestimmten Wert iiberschritt. Die
Lo Doméne wurde dann aus dem Kontaktbereich entlang des Grabens verdrangt (Pfeil
in b und ¢). Dauerhafte Beleuchtung unter dem Mikroskop fiihrte zur Bildung kleiner
immobiler Lo Doménen im gebundenen Bereich des Vesikels (kleine Punkte entlang
des mittleren Grabens, b und c). Der MaBstab ist 4um.
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faszinierendes Material, aus dem durch Selbstassemblierung faszinierende Strukturen her-
gestellt werden koénnen [80], die in Kombination mit modernen Strukturierungsmethoden
eine Vielzahl von Anwendungen haben.

In diesem Teil der Arbeit geht es um folgende zwei Aspekte: Einerseits stellen lange DNA-
Strange gebunden an SLBs eines der wenigen quasi-zweidimensionalen Polymermodelle
dar [24], anderseits verspricht man sich von Elektrophorese einzelner Molekiile an Ober-
flichen ein besseres (oder zumindest anderes) Auftrennungsverhalten als in Gelen, so dafl
sich moglicherweise bei Fortentwicklung der Technik eine neue Methode zur Léangenanalyse
von DNA Proben ergeben wird [81].

In diesem Projekt wurde die Dynamik elektrostatisch an SLBs gebundener DNA mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Membranen bestanden hier zu 5-25% aus dem
kationischen Lipid DOTAP, an das die negativ geladenen DNA-Strénge elektrostatisch
binden. In Losung globuldre DNA-Stringe gehen so beim Kontakt mit der positiv gelade-
nen Membran in einen ,entfalteten“ zweidimensionalen Zustand (random coil) iiber und
zeigen das typische diffusive Verhalten eines Polymers in zwei Dimensionen, die sogenannte
Rouse-Dynamik [82]. Das bedeutet, DNA verhilt sich wie zur Kette verbundene Kugeln,
die Reibung als auch die Ladung skaliert linear mit der Lénge N.

Wenn an die Probe ein elektrisches Feld angelegt wird, beginnen die negativ gelade-
nen DNA-Molekiile in Richtung des Pluspoles zu wandern (Elektrophorese). Bei langsa-
men Geschwindigkeiten (niedrigen Feldern) beobachtet man Selbstdiffusion der Molekiile,
iiberlagert von einer Schwerpunktsbewegung, deren Geschwindigkeit vom elektrischen Feld
abhingt. Uberraschenderweise éndert sich die Dynamik bei hoheren Feldern und damit
hoheren Geschwindigkeiten (etwa 0,3mm/s) drastisch: Die DNA Molekiile strecken sich
aus, nehmen verzweigte Konfigurationen ein und bewegen sich ,,blitzformig“ (s. Abb. .
Der Grund fiir dieses Verhalten ist folgender: Kationische Lipide sammeln sich unter der
anionischen DNA an und begrenzen so als Ensemble die Diffusion der DNA auf ihren
,»Gegenladungsabdruck® (d.h. die mit positiv geladenen Lipiden angereicherte Stelle) auf
Zeitskalen, die kiirzer sind als die Relaxationszeit dieses Abdruckes, der sich auch direkt
im Fluoreszenzmikroskop beobachten 1d8t (s. Abb. [(.7). In anderen Worten, die elek-
trophoretische Geschwindigkeit (in Bewegungsrichtung) iibersteigt die diffusive (quer zur
Bewegungsrichtung). Die Vielzahl der beteiligten Lipidmolekiile verursacht eine gewisse
ndiffusive Tragheit® und die Bewegung des DNA Molekiils ist nun auf ihren eigenen Ab-
druck beschrénkt.

Interessanterweise beobachtete man nun im Gegensatz zu langsamen Geschwindigkeiten,
bei denen Rouse-Dynamik vorherrscht und es somit keine Léngenabhéngigkeit der Ge-
schwindigkeit gibt, bei hoheren Geschwindigkeiten eine 1/N-Abhéngigkeit. Dies ist ana-
log zum theoretisch sehr gut erforschten Fall der Gelelektrophorese, bei der die wan-
dernden DNA Molekiile durch Poren im Gel wandern und dadurch in ihrer Bewegung
langenabhéngig gebremst werden [83].

Die Rolle der Poren im Gel spielt hier direkt der Gegenladungsabdruck unter der DNA.
Entwickelt wurde hier ein Biased Reptation Model in zwei Dimensionen, das die Bewegung
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der DNA auf kationischen Membranen qualitativ gut beschreibt.

5.2 Aktive Manipulation von substratgestiitzten
Membranen und gebundenen Makromolekiilen

In diesem Abschnitt wird das Hauptprojekt der vorgelegten Dissertation dargestellt, das
in enger Zusammenarbeit mit Jiirgen Neumann (Universitét Augsburg, Nachwuchsgruppe
von Matthias Schneider) durchgefiihrt wurde. Zuerst wird die SAW-induzierte dynamische
Entmischung zweikomponentiger SLBs beschrieben und der zugrundeliegende Mechanis-
mus thermodynamisch erklart (Kap. . Danach wurde der vorgestellte Mechanismus
verwendet, um membrangebundene Proteine lokal zu akkumulieren, zu verschieben und
zu separieren (Kap. . Schliefflich konnten durch zwei {iberlagerte gekreuzte stehende
Wellen Schachbrettmuster membrangebundener DNA erzeugt werden (Kap. [5.2.3).

5.2.1 Dynamische Entmischung von SLBs durch Surface Acoustic
Waves (P3, Anhang [7.3)

Substratgestiitzte Membranen lassen sich durch den Einflul des stark mit ihnen wechsel-
wirkenden Substrates beeinflussen. Dabei nutzt man aus, daf sich die Lipiddoppelschicht
auBlerst nahe an der benetzten Oberfliche befindet, lediglich durch eine wenige Atomla-
gen (einige Angstrom) dicke Wasserschicht abgehoben - gerade genug um die Fluiditéit zu
erhalten.

Substratinduzierte Membranentmischung wurde bisher durch Mikrostrukturierung der Ober-
fldche, elektrische Felder und hydrodynamischen Fluf§ erreicht. In diesem Kapitel wird eine
neue Methode vorgestellt, SLBs durch akustische Oberflachenwellen zu entmischen. Erst-
mals handelt es sich hierbei um eine dynamische Methode, die erlaubt Membranen ,,auf
Knopfdruck® zu entmischen, nach Belieben wieder diffusiv ins Gleichgewicht relaxieren zu
lassen und streifenférmige Bereiche bestimmter Membranzusammensetzung in einer Rich-
tung frei zu verschieben.

Auf einem piezoelektrischen Chip erzeugt man mithilfe ineinandergreifender Gold-Finger-
strukturen (interdigital transducers, IDTs) durch Anlegen einer Wechselspannung mit ge-
eigneter Frequenz zwei gegenlaufige akustische Oberflichenwellen. Diese {iberlagern sich,
und bei gleicher Frequenz und Amplitude sowie stabiler Phasenbeziehung der beiden Wel-
len bildet sich eine stehende Welle aus. Dies bedeutet im Falle der hier verwendeten Scher-
wellen (s. Kap. , aufgrund der engen Kopplung von Substrat und gespreiteter Membran
liegen abwechselnd Bereiche minimaler und maximaler Amplitude (Knoten und Béuche)
zeitlich stabil nebeneinander, d.h. die Membran wird in einem streifenférmigen Bereich
periodisch geschert.

Wenn eine solche Oberflachenwelle auf eine substratgestiitzte Membran einwirkt, beobach-
tet man lokale Entmischung der Membran (s. Abb. : Fluoreszenzgelabelte Lipide (hier:
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Abbildung 5.6: a), b) Uberlagerung einer Zeitserie von A-DNA bei zwei verschie-
denen Bewegungsgeschwindigkeiten v, = 0,02um/s, E, = 0,2V/ecm, v, = 1lum/s,
Ey, = 10V /em, beide 50mMol NaCl). Das letzte Bild stellt die Uberlagerung zu allen
Zeitpunkten dar. Bei niedriger Geschwindigkeit sind Selbstdiffusion und Schwerpunkts-
bewegung iiberlagert, wihrend bei hohen elektrophoretischen Geschwindigkeiten das
Molekiil bestimmten , blitzformigen“ Pfaden folgt (b). In ¢) ist das mittlere Abstands-
quadrat gegen die Geschwindigkeit aufgetragen. d) Elektrophoretische Geschwindig-
keit gegen elektrische Feldstérke fiir einzelne A-DNA Molekiile bei vier verschiedenen
Ionenkonzentrationen (10, 30, 40, 50mM NaCl). e) Elektrophoretische Mobilitit gegen
Ionenkonzentration fiir zwei unabhéngige Proben, die nach demselben Protokoll herge-
stellt wurden. f) Normalisierte elektrophoretische Mobilitéit aufgetragen als Funktion
der Molekularen Gréfle N (Anzahl der Basenpaare) von A-DNA. Jeder Datenpunkt
reprisentiert einen Durchschnitt iiber 34 Molekiile. Rot ist 1/N gefittet.

5. Ergebnisse
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Abbildung 5.7: Schema der DNA gebunden an eine zweikomponentige Lipidmem-
bran. Die kationischen Lipide DOTAP sammeln sich unter der DNA an und begrenzen
vertikale Diffusion der DNA auf Zeitskalen, die unter der Lipiddiffusion liegen. Wenn
die DNA entlang ihrer eigenen Kontur rutscht, ist keine elektrostatische Barriere zu
tiberwinden. Unter dem Mikroskop 1&8t sich dieser Effekt direkt beobachten: b) fluo-
reszenzgelabeltes kationisches Lipid (NBD-DOTAP) Kontur unter ¢) DAPI gelabelter
DNA. Als Kontrolle in d) ungelabelte DNA auf einer Membran, die gelabelte kationi-
sche Lipide enthalt.

Texas Red DHPE) sammeln sich geméfl der Periodizitét der stehenden Welle streifenformig
an, der Streifenabstand entspricht genau der halben Wellenldnge bzw. dem Transducerab-
stand. Man beobachtet, dafy dieses Muster vollig reversibel ist, also beim Ausschalten der
stehenden Welle nach einigen Sekunden verschwindet.

Wir erklaren den Mechanismus dieser dynamischen und reversiblen Membranentmischung
folgendermaflen: durch die wiederholte Streckung und Stauchung wird Energie in die Mem-
bran eingebracht. Dies geschieht allerdings nicht gleichméflig, sondern eben mit unter-
schiedlicher Effizienz in den Bereichen der Knoten und Béuche der stehenden Welle. Phy-
sikalisch betrachtet befindet sich die Membran in einem periodischen Potential. Fiir ein
zweikomponentiges thermodynamisches System (gelabelte und ungelabelte Lipide) ist es
typisch, in Anwesenheit eines geniigend starken Potentials auf dieses in Form einer Boltz-
mannverteilung zu reagieren und sich entsprechend umzuverteilen. Man denke z.B. an
die barometrische Hohenformel, die die Dichteverteilung der Atmosphére unter Annahme
von Gasmolekiilen in einem homogenen Gravitationsfeld mit einer Exponentialfunktion
beschreibt.

In unserem Fall handelt es sich bei dem angelegten Potential um eine periodische Funktion.
Aus Symmetriegriinden und aufgrund des angelegten elektrischen Sinussignals der Mikro-
wellengeneratoren gehen wir von einer ndherungweise sinusformigen Oberflachenwelle aus.
Da diese jedoch bei einer Frequenz von 150 MHz viel zu schnell ist, um direkt Einfluf3
auf Lipide unter Wasser zu nehmen (Lipide diffundieren in einer Schwingungsperiode nur
einzelne Angstrom weit) und die Belichtungszeiten der CCD-Kamera am Fluoreszenzmi-
kroskop im Bereich von Sekunden Millionen Schwingungszyklen umfassen, erwarten wir,
daBl die substratgestiitzte Membran auf die Intensitdt der stehenden Welle reagiert. Bei
angenommen linearer Kopplung der Welle an die Membran erwartet man daher einen
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Potentialverlauf
AG(x) o< sin’kx.

Dies in die Boltzmannverteilung eingesetzt ergibt eine Konzentration von
cp(x) = coexp(—AG(x)/kpT),

was experimentell gut bestétigt werden kann. Hierfiir betrachtet man einen Intensitétsschnitt
durch das erzeugte Muster (Abb. [5.9)) und fittet

asin’kx

Ip(z) = Ig + Iyexp(— T

).

Man kann sich vorstellen, daf§ durch die wiederholte Verzerrung der Membran im Be-
reich der Knoten der stehenden Welle Energie in die Membran eingekoppelt wird, etwa
durch Vibration der Ketten. Diese beanspruchen dadurch im Mittel mehr Platz, und die
lokale Dichte der Membran sinkt. Man kann sich auch dhnlich wie bei nicht-newtonschen
Fliissigkeiten vorstellen, dal durch die Vibration eine lokale Ordnung der Ketten aufgebro-
chen wird, was wiederum zu einer lokalen Dichtereduktion und damit erhéhter Fluiditéat
fithrt. Als letzte Analogie mag das absolut komplexe Verhalten von Granulaten dienen:
Beim Riitteln von Steinen verschiedener Korngrofie trennen sich diese im Gravitationsfeld
auf, meist kommen die groen Koérner oben zu liegen (ParanuBeffekt), aber nicht immer
(z.B. bei Treibsand). Da alle Korper im Gravitationsfeld dieselbe Beschleunigung erfahren,
ist dies tiberraschend und bisher keinesfalls befriedigend erklért, da es auf die genaue Form
und Oberflichenbeschaffenheit der Kérner ankommt [84].

Letztlich ist es also eine Dichtemodulation der Membran proportional zur Intensitét der
stehenden Welle, die die Membranentmischung verursacht: Zwei unterschiedliche Lipide
reagieren verschieden auf Dichteschwankungen innerhalb der Membran, sie sortieren sich
beispielsweise nach der Grofle, wobei sich z.B. das gréflere Molekiil in der diinneren und
das kleinere in der dichteren Phase ansammelt. Da die genauen Mechanismen aber bisher
ungeklért sind (man denke hierbei auch an das Beispiel mit den ungleich einfacher zu beob-
achtenden Steinen), kénnen auer der Grofle auch die Geometrie, die elektrischen Ladun-
gen, die Freiheitsgrade der Ketten oder andere Parameter entscheidende Rollen spielen. Ob
sich ein bestimmtes gelabeltes Lipid innerhalb bestimmter Hauptbestandteil-Lipide (bulk)
eher in der dichteren oder diinneren Phase ansammelt, muf (wie bei Granulaten) fiir den
jeweiligen Fall experimentell bestimmt werden. In dieser Arbeit wurde iibereinstimmend
mit der Literatur z.B. [85], 86] beobachtet, da sich Texas Red DHPE in der diinneren,
die meisten anderen untersuchten gelabelten Lipide (Biotin-DHPE, Fluoreszein-DHPE,
Oregon Green DHPE und Bodipy-HPA [87]) in der dichteren Phase ansammeln.

Die hier durchgefiihrten Experimente helfen, sowohl die Dynamik substratgestiitzter Mem-
branen und damit auch echter Biomembranen besser verstehen zu lernen, als auch auf dem
Weg zum Westentaschenlabor (Lab-on-a-Chip) einen Schritt weiterzukommen. Beispiels-
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weise ist es denkbar, dynamische biomimetische Oberflichen zu erzeugen, um etwa das
Bindungsverhalten von Zellen an bestimmte Rezeptoren innerhalb der Membran zu un-
tersuchen.

5.2.2 Transport, Separation und Ansammlung von Proteinen auf
SLBs (P4, Anhang [7.4)

Transport, Separation und lokale Ansammlung von Proteinen in ihrer nativen Umgebung
sind zentrale Ziele der Biotechnologie. Zur Separation und Aufreinigung von Proteinen
stehen im Labor nur wenige Methoden, z.B. HPL(Y| zur Verfiigung. Die Manipulation von
Membranproteinen innerhalb der Membran ist bisher unmoglich, wobei die Struktur und
Funktion von Proteinen stark von ihrer Umgebung abhéngt.

In diesem Teil der Dissertation wird nun aufbauend auf den Erkenntnissen des letzten
Kapitels eine neuartige Methode zum Transport und zur dynamischen Separation von
membrangebundenen Proteinen vorgestellt.

Eine substratgestiitzte Membran bestehend aus einer Mischung von zwei verschiedenen
Lipiden entmischt sich lokal, sobald man auf dem darunterliegenden Substrat eine aku-
stische Oberflichenwelle erzeugt. In diesem Teil der Arbeit wurden Lipide verwendet, die
ein Biotinmolekiil an der Kopfgruppe tragen. Dieses Biotin bindet spezifisch sehr stark an
bestimmte Proteine, z.B. an Streptavidin. Mit diesem Biotinanker wurde fluoreszenzmar-
kiertes Streptavidin (und die dhnlichen Derivate Avidin und Neutravidin) an lediglich eine
Spezies in der Membran gebunden.

Die beim Einschalten der akustischen Oberflichenwelle induzierte lokale Membranentmi-
schung fithrt nun zu lokaler Anreicherung der Streptavidinmolekiile in den Béuchen der
stehenden Welle - wo sie von den Biotin-DHPE Lipiden hingezogen werden (s. Abb. [5.10).
Der Mechanismus der lokalen Anreicherung ist prinzipiell derselbe wie in Kap. be-
schrieben: Die SAW moduliert iiber ihre Wechselwirkung mit der Membran deren Dichte,
woraufhin sich die Membran entmischt. Nur war diesmal eine Sorte der Lipide nicht direkt
fluoreszenzmarkiert, sondern trug Biotin und fluoreszenzmarkiertes Streptavidin am Kopf.
Genauso wie innerhalb der Membran war die lokale Proteinanreicherung bei geringen Be-
legungsdichten voll reversibel und iiber Schwebungen - erzeugt durch leichte Frequenzver-
schiebung der beiden iiberlagerten SAWs - in einer Richtung beliebig verschiebbar iiber
die makroskopische Distanz von 3, 5mm Transducerabstand. Zwischen Knoten und Bauch
der stehenden Welle wurde eine zehnfache lokale Proteinanreicherung beobachtet.

Als die zwei dhnlichen mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierten Proteine Avi-
din und Streptavidin etwa zu gleichen Teilen an die DOPC/Biotin-DHPE Membran ge-
bunden und die SAW eingeschaltet wurde, beobachtet man eine Auftrennung der beiden
Proteine. Dies ist erstaunlich, da sich die beiden in Struktur, Grofle und natiirlicher Funk-
tion stark dhneln und an dasselbe biotinmarkierte Lipid DHPE gebunden sind.

'High performance liquid chromatography
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Abbildung 5.8: a) Schema des experimentellen Aufbaus mit piezoelektrischem Chip
und invertiertem Mikroskop. Die Fingerstrukturen (IDTs) regen eine stehende akusti-
sche Oberflachenwelle an, die zu lateraler Entmischung der substratgestiitzten Mem-
bran fithrt. b) Scherwellen abgebildet mittels AFM unter Wasser im Kontaktmodus.
Die Musterperiodizitét entspricht der halben Wellenldange der SAW (13, 3um). ¢) AFM-
Bild der Scherwelle an Luft d) Typisches Mikroskopbild einer fluoreszenzgelabelten
entmischten Membran wenige Sekunden nachdem die SAW angeschaltet wurde. Das
Membranmuster entspricht der Periodizitét der IDTs (schwarze Streifen rechts im
Bild). e) Wenn die SAW ausgeschaltet wird, relaxiert der Farbstoff diffusiv innerhalb
von Sekunden in seine Gleichgewichtsverteilung.
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Abbildung 5.9: a) Typisches Intensitétsprofil einer SAW-entmischten Membran (rot,
Datenpunkte). An das Intensitétsprofil kann exp(sinz) gefittet werden (griine Linie).
b) Zeitliche Entwicklung der integrierten Fluoreszenzintensitéit an der Stelle eines Kno-
tens und eines Bauchs der stehenden Welle (inset). Die gestrichelte Linie zeigt den
Durchschnitt {iber das Bild, es handelt sich also um eine echte Lipidumverteilung. Die
Gesamtabnahme der Helligkeit resultiert aus dem Bleichen.

a) Gebundene Proteine b)
Stehende SAW

Transducer
Substratgestiitzte
Lipidmembran

Objektiv

Abbildung 5.10: a) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaues. Auf einem Li-
thiumtantalatchip mit zwei IDTs (interdigital transducers, Frequenz 153M H z, Wel-
lenldnge 26.6pm) an gegeniiberliegenden Seiten wurden stehende Scherwellen erzeugt.
Die SLB (ca. 4nm Dicke) und die partiell angesammelten Proteine lassen sich mit
Fluoreszenzmikroskopie durch den transparenten Chip beobachten. b) Foto von einem
SAW Chip im Fluoreszenzmikroskop. Der Lithiumtantalatchip ist in der Mitte in die
Platine eingeklebt, an der die Hochfrequenzzuleitungen befestigt sind. Die Probe wird
durch einen aufgeklebten PDMS Zylinder begrenzt und ist oben frei zugénglich.
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Abbildung 5.11: Fluoreszenzbilder verschiedener an SLBs gebundener Proteine, die
durch SAWs segregiert wurden: a) Mobile Neutravidinansammlung bei niedriger Bele-
gungsdichte auf einer DOPC/0,1% Biotin-DHPE Membran. b) Profil des Fluoreszenz-
bildes von a) (Datenpunkte) mit einem Fit von I(z) oc —exp(sin®z) (rote Linie). Die
Hintergrundintensitét ist 140 (4-10), gemessen an den intransparenten Goldstruktu-
ren. c¢) Streptavidinansammlung bei niedriger Belegungsdichte d) Avidinansammlung
bei niedriger Belegungsdichte e) immobile Faktor-VIII-Ansammlung bei hoher Bele-
gungsdichte auf einer POPC/10%POPS Membran, f) Immobile Annexinansammlung
bei hoher Belegungsdichte auf einer POPC/POPS Membran. Der Streifenabstand und
der MaBstab entspricht der halben SAW-Wellenldnge von 13, 3um.
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streptavidin avidin streptavidin

Abbildung 5.12: SAW-induzierte Auftrennung membrangebundenen Streptavidins
(rot, Texas Red label) und Avidins (griin, Atto 488 label). Schema a) stellt den vor-
geschlagenen Proteinauftrennungsmechanismus dar: Im Bauch der stehenden Welle
ist die Membrandichte hoher als in den Knotenbereichen, die biotinylierten Lipide
(orange) sammeln sich in diesem Bereich. Da Avidin etwas groBer ist als Streptavidin
und weniger leicht kristallisiert, erlaubt ein streptavidinreicher Bereich insgesamt eine
hoéhere Biotindichte als avidinreiche Regionen und das System relaxiert in einen insge-
samt niedrigeren energetischen Zustand indem Avidin in die Bereiche niedriger Dichte
gedriickt wird. b) Urspriinglich homogen verteiltes Avidin (griin) und Streptavidin
(rot) trennen sich auf, wenn die SAW angeschaltet wird. Die hintergrundkorrigierten
Profile beider Fluoreszenzbilder sind in ¢) geplottet, wobei Avidin griin und Strepta-
vidin rot gestrichelt dargestellt ist.
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5.2.3 Transport und Strukturierung von DNA auf SLBs (M1, Anhang
7.5]

DNA ist eines der wichtigsten Molekiile in der Wissenschaft, da es die Erbinformation
kodiert und viele interessante biologische und physikalische Eigenschaften hat [80]. Es
gibt viele Methoden zur Analyse von DNA Proben, z.B. Elektrophorese, die zwar Stan-
dardmethoden im Labor sind, sich jedoch nicht ohne weiteres miniaturisieren lassen. Die
Beweglichkeit von SLB-gebundener DNA ist langenabhéngig, wie fiir lange Strénge [69)]
und fiir kurze Einzelstringe [88] bereits gezeigt wurde.

In diesem Teil der Arbeit wurden kurze DNA Strénge an kationisch geladene SLBs ge-
bunden und durch angelegte SAWs lokal akkumuliert (s. Abb. [5.13). Die kurzen DNA
Strange (Oligomere) sind elektrostatisch an das positiv geladene Lipid DOTAP gebunden,
welches nach dem in Kapitel beschriebenen Mechanismus in einer Umgebung von
DOPC durch die angelegte SAW lokal akkumuliert wird. Die lose an die kationischen Li-
pide gebundene DNA [69] folgt diesen und reichert sich entlang der Biauche der stehenden
Welle an (s. Abb. [5.14). Man beobachtet fiir die entmischte DNA dasselbe charakteristi-
sche exp(sin®x) Muster, das sich auch bei der Lipidentmischung und bei der Anreicherung
membrangebundener Proteine einstellt. Dies 1a8t sich thermodynamisch {iber einen Boltz-
mannansatz erkliren, wie in Kapitel beschrieben. Interessant ist hier, dal sowohl
gelabelte Lipide innerhalb der Membran, spezifisch gebundene Proteine, als auch elek-
trostatisch gebundene DNA dasselbe Verhalten zeigen. Dies deutet darauf hin, daf§ der
Mechanismus membrandominiert ist, also die segregierte Membran die gebundenen Ma-
kromolekiile beeinfluf3t.

Es gelang nicht nur, membrangebundene DNA in Streifenmustern entlang der Bauche der
stehenden SAW anzuordnen, es kamen in diesen Experimenten auch erstmals vier jeweils
rechtwinklig gegeniiber angeordnete IDTs zum Einsatz (s. Abb. b). Diese erzeugen
zwei rechtwinklig aufeinander stehende SAWs, die bei Uberlagerung ein Schachbrettmuster
zeigen, das unter dem AFM sichtbar wird (s. Abb. c). Eine Schwierigkeit beim Erzeu-
gen solcher gekreuzter SAWs ist es, daf sich die hier verwendeten Scherwellen nur in einer
Richtung des anisotropen piezoelektrischen Kristalls effizient erzeugen lassen. Akzeptable
Ergebnisse konnten erst erzielt werden, als die gesamte Anordnung um 45° gedreht wurde
und somit zwei weniger effiziente SAWs iiberlagert wurden.

Mit diesen gekreuzten stehenden Wellen konnten membrangebundene kurze DNA Stréange
schaltbar in Schachbrettmustern mit 10um Strukturgrofle angereichert werden (s. Abb.
5.14| ¢). Diese konnten mehrfach ein- und ausgeschaltet werden und sind prinzipiell iiber
Schwebungen auch beweglich. Die Schachbrettmuster traten nur in dem Bereich auf, in
dem sich die beiden stehenden SAWSs iiberlagerten (etwa 0,25mm?), die Streifenmuster
waren jedoch iiber den gesamten Bereich einer stehenden Welle (3,5mm x 0,5mm) zu
beobachten (s. Abb. c).

Nach dem Ausschalten der SAW mischt sich die Membran wieder homogen durch, und
membrangebundene DNA verteilt sich wieder gleichméfig (s. Abb. a). Durch Beob-
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achtung der Zerfallszeit 7, kann man die umgekehrt proportionale Diffusionskonstante D
berechnen. Im Falle der entmischten Membran geht man von normaler Diffusion aus, der
Hauptfourierpeak (s. Abb. b) fillt exponentiell ab (s. Abb. c), woraus sich {iber
y = Aexp(t/T) + ¢ die Abklingzeit und tiber y = Aexp(Dt) + ¢ die Diffusionskonstante
berechnen 1at. Fiir entmischte Membranen ergeben sich auch plausible Werte von etwa
2um? /s. Fiir membrangebundene DNA Oligos beobachtet man jedoch dieselbe ,, Diffusions-
konstante“ unabhéngig von ihrer Lange (s. Abb. d), was im deutlichen Widerspruch
zur Literatur und auch zu eigenen Messungen (s. Abb. steht.

Als Grund hierfiir schlagen wir folgende Erklarung vor: Die lokal akkumulierte DNA folgt
nicht mehr normaler Diffusion, da sie aufkonzentriert ist, sich die Strange also gegensei-
tig elektrostatisch abstoflen. Sobald die SAW als treibende Kraft wegfillt, verteilt sich
die DNA deutlich schneller wieder gleichméBig iiber den Chip als man bei der Annahme
normaler Diffusion erwarten wiirde. Gebremst wird dieser Prozefl durch die Dynamik der
SLB, an die die einzelnen DNA Striange schliefilich gebunden sind, und man beobach-
tet fiir alle untersuchten DNA Léngen dieselbe membrandominierte ,, Diffusionskonstante*
von 2um? /s unabhiingig von ihrer Linge. Unabhiingig davon erstmals an doppelstringigen
DNA Oligos durchgefithrte FRAP Experimente ergaben eine 1/N-Abhéngigkeit von ihrer
Lange, die Werte lagen auflerdem deutlich unter den durch SAW-Musterzerfall gemesse-
nen, was die hier gegebene Erklarung stiitzt.

Die auf SAW Chips beobachtete schnellere Musterrelaxationszeit ist fiir mogliche Anwen-
dungen wie SAW-getriebenen DNA Transport von Vorteil, da sie die notigen Zeitkonstan-
ten etwa eine Groflenordnung beschleunigt.
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a) Standing Shear SAW Transducer

Supported Lipid

t’/ Bilayer

Abbildung 5.13: a) Schema des Versuchsaufbaus. Auf einem Lithiumtantalatchip
mit zwei gegeniiberliegenden IDTs werden SAWs in Form von stehenden Scherwellen
erzeugt. Die auf den Chip aufgebrachte SLB und elektrostatisch angebundene DNA
Molekiile kénnen durch den transparenten Chip hindurch mit Fluoreszenzmikroskopie
beobachtet werden. b) Lage der Transducer bei Experimenten mit zwei iiberlagerten
stehenden Wellen, die c¢) Streifenmuster in zwei Richtungen oder Schachbrettmuster
als Uberlagerung erzeugen konnen (AFM Bilder).
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Abbildung 5.14: a) Ansammlung von DNA Oligos (rot) im Bereich des Wellenbau-
ches, wo sich die kationischen Lipide (DOTAP, orange) ansammeln. b) SAW getriebene
DNA Musterbildung folgt wie nach den Vorarbeiten zu erwarten einer exp(sin’z) Ver-
teilung. ¢) DNA Ansammlung auf einem SAW chip mit zwei gekreuzten IDTs. d)
Fluoreszenzbild von DNA Oligoansammlung auf einem Scherwellenchip. Die Hellig-
keitswerte lassen auf eine lokale 10fache DNA Ansammlung schlieflen.
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Abbildung 5.15: a) SAW akkumulierte DNA und Zerfall des Musters nach Aus-
schalten b) FFT von vertikal aufsummiertem Bild a), logarithmisch aufgetragen.
Hauptmerkmal ist der dominante Peak bei dem Transducerabstand (halber SAW Wel-
lenlédnge) bei 13,3um und einige héhere Moden z.B. bei 6, 7um. ¢) Plot und Fit des
Zerfalls des Musters nach Ausschalten der SAW gibt die Diffusionskonstante D als

Fitparameter. d) Diffusion verschieden langer DNA-Stringe gemessen mit dieser Me-
thode.
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Abbildung 5.16: Diffusionskonstanten von SLB-gebundener DNA in Abhéngigkeit
von der Oligoldnge. Die Werte liegen insgesamt deutlich unter den in c) gezeigten

Werten und sind stark langenabhéngig. Man erwartet einen zu diesen Datenpunkten
plausiblen 1/N Zusammenhang.






6 Ausblick

In dieser Arbeit wurden Modelllipidmembranen durch engen Kontakt mit verschiedenen
Festkorperoberflachen entmischt und strukturiert mit dem Ziel, ihre Dynamik besser zu
verstehen und Anwendungen fiir integrierte Analyse- und Synthese (Lab-on-a-Chip) zu
entwickeln.

Die Arbeiten zur Erklirung des Bewegungsmusters membrangebundener DNA sind von
grundlegender physikalischer Bedeutung, da es sich hierbei um Polymere in quasi zweidi-
mensionaler Umgebung handelt, die zwar theoretisch gut erforscht sind, fiir die es aber
bislang nur wenige Aufbauten gibt um sie experimentell zu untersuchen [24]. Die beobach-
tete Segregation der Lipide unter dem Einflufl der DNA (Prinzip der ,, Lipidladungsrohren*)
16st den Widerspruch auf, dal man die beobachteten elektrophoretischen Bewegungsmu-
ster der DNA nicht mit der gemessenen Hindernisanzahl innerhalb der Membran erklaren
kann [68]. Schliefllich wurde aufgezeigt, dafl sich DNA nach einem 1/N Gesetz elektropho-
retisch der Lénge nach auf Lipidmembranen auftrennen 148t. Diese Methode kénnte auch
im Rahmen integrierter Lab-on-a-Chip- Analysesysteme Anwendung finden und so z.B.
als DNA Sensor Bedeutung erlangen.

Mikrodoménen in terndren Riesenvesikeln lieen sich durch den Kontakt mit mikrostruk-
turierten Oberflachen lokal separieren, was eventuell fiir die weitere Forschung an Lipid
Rafts interessant sein konnte.

Des weiteren wurde die Methode der SAW induzierten Membranmanipulation neu ent-
wickelt, thermodynamisch schliissig erkldrt und durch Simulationen gestiitzt. Dies tragt
zum tieferen Verstdndnis der Lipidmembran bei, da eine neue Methode entwickelt wurde,
um lokale Dichtednderungen zu erzeugen, was bisher nur mit wenigen Methoden moglich
war, z.B. durch Membranspreiten, dies allerdings nur im Flielgleichgewicht [89] 38].

Es konnte gezeigt werden, dafl der Mechanismus zur dynamischen Entmischung von Lipid-
membranen benutzt werden kann, um angebundene Makromolekiile lokal zu akkumulie-
ren, zu schieben und sogar &hnliche Proteine zu separieren. Damit ergeben sich analytische
Anwendungen fiir Lab-on-a-Chip: Membranproteine kénnten beispielsweise aus Zellmem-
branen extrahiert, akkumuliert und sogar sortiert werden, denkbar wére auch eine Auf-
trennung &hnlich der Gelelektrophorese. Damit wére eine Vielzahl an Informationen iiber
einzelne Zellen zugénglich.

Die Experimente zur lokalen dynamischen Strukturierung von DNA lassen sich méglicherweise
weiterentwickeln zu einem miniaturisierten Sensor fiir DNA Analyse, oder fiir die Synthese
komplexerer DNA Strukturen wie z.B. DNA Origamis.

Auch miniaturisierte Syntheseanwendungen sind durch Kombination der vorgestellten
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Mikromanipulator

Laser

Abbildung 6.1: Vision eines molekularen Fliefbandes. Auf der substratgestiitzten
Membran (Dicke 4nm, Ausdehnung ca. 10mm?) werden wie oben beschrieben, Makro-
molekiile wie auf einem Forderband transportiert und von bereits verfiigharen Geréten
wie z.B. einem AFM, einem Laser oder Mikromanipulator bearbeitet. Da der hier be-
schriebene Aufbau oben offen ist, 148t er sich auch nach Belieben mit Mikrofluidik
verbinden.

Technik mit bereits etablierten Techniken wie z.B. AFM, Laserheizung, Mikromanipulato-
ren und Mikrofluidik (s. Abb.[6.1]), [78, [76, 0] vorstellbar. Dieses ,,molekulare FlieSband*
konnte fiir den systematischen Aufbau und Untersuchungen an synthetischen enzymati-
schen Netzwerken benutzt werden [91], um sukzessive Makromolekiile wie z.B. DNA von
einem fest verankerten Enzym zum néchsten zu schieben und dort jeweils zu bearbeiten.
In den Bereich des Moglichen riickt auch eine dynamische Zellstrukturierung: Ganze Zellen
gebunden an SLBs kénnten sich schieben, und sortieren lassen, groflere SAW-Wellenldngen
konnten hierfiir benutzt werden. Bei der Verwendung kiirzerer Wellenléngen bis hinunter
zu 100nm sollte es moglich sein, die Substruktur der Zellen, also die Membranproteine
und Lipid Rafts direkt zu beeinflussen.
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On chip DNA sequencing and genotyping require development of miniaturized

manipulation and handling techniques. Here we demonstrate the application of standing

surface acoustic waves (SAWs) as DNA manipulator: DNA, bound to a supported lipid

bilayer is segregated into movable checkerboard arrays (~10um scale) and accumulated

more than 10fold. The pattern decay is shown to be superdiffusive by comparison with

results from FRAP (Fluorecence Recovery After Photobleaching) measurements on

DNA-oligo diffusion. It confirms our model of a membrane mediated transport

mechanism.
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Supported lipid bilayers (SLBs) provide a versatile platform for applying surface sensitive
techniques in studying the properties of lipid bilayers [Sackmann1996]. The properties of the
only 4nm thick SLB can be well tuned by the lipid mixture. The incorporation or association
of macromolecules (proteins as well as DNA) has been developed and used to study e.g. the
role of lock and key forces during cell adhesion [Smith2008] or the mobility of laterally
confined macromolecules. Structuring of SLBs with spacially static geometries has been
achieved by many approaches, e.g. through substrate micro patterning [Groves1997,
Sanii2008, Stogbauer2010], via electrical fields [Groves1998] or UV lipid crosslinking
[Morigaki2002]. The alignment of DNA has also been demonstrated by micro-textured
surfaces, microchannels or fluid-flow [Hochrein2006, Krishnan2007, Jonsson2009]. On the
other hand, we have recently shown, that the oscillating mechanical deformation induced by
standing in-plane shear SAWs causes reversible density modulations within SLBs
[Hennig2009]. These modulations can be controlled in time and space. Rayleigh-wave
substrates (often made of quartz or lithium niobate, LiNbO3) strongly couple into the liquid
(acoustic streaming) [Frommelt2008] and are used to drive liquids [Fillafer2009], accumulate
und separate particles in microfluidics [Franke2010, Shi2009], but cannot be used for the
application presented here due to their strong attenuation [Shiokawal988]. Membrane
demixing and local DNA accumulations can be observed by the redistribution of fluorescent
dye molecules and thermodynamically explained by substrate-membrane coupling
[Hennig2009]. These induced density modulations within SLBs can be used to accumulate,

transport and separate membrane-bound proteins [Neumann2010].

In this article, we report on the application of SAWs to generate, control and move
patterns of DNA along the water-membrane interface. Using fluorescence microscopy, we
demonstrate that the interaction of SAWs with an SLB can lead to reversible continuous
accumulation of DNA at obstacles and its local accumulation in switchable checkerboard-
patterns of~10um feature size. We achieved to support the thermodynamical explanation
of this membrane processes given in [Hennig2009, Neumann2010] by diffusion constant
measurements of different length DNA oligos extracted from SAW pattern decay and

independent FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) measurements.

Technically, SAWs are generated on piezoelectric crystals using interdigital transducers
(IDTs) [White1965] as shown in Fig. 1a. The lithium tantalate (LiTaOs3) substrates used are
only 200-400um thick, transparent and mirror polished on both sides, allowing for high

optical resolution by fluorescence microscopy. A crystal cut of (36°Y), is employed which

0.
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predominantly generates in-plane shear waves [Shiokawal987]. Standing acoustic waves
were excited by continuous and simultaneous stimulation on both opposed IDTs (Fig. 1a).
The standing shear SAW reaches over the whole distance between both transducers (3.5 mm)
even in the presence of water. Chips with two crossed SAW paths were built allowing
superposition of two standing SAWs realizing a checker board pattern of nodes and antinodes
(Fig. 1b).For the crossed IDTs, the chip design was rotated 45° such that efficient wave
stimulation with equal frequency could be achieved in both pathways that are equally rotated
against the ideal wave propagation direction. Using AFM in deflection mode, the shear SAW's
could be visualized under water (Fig. 1¢) — separately for each active sound path and also for
the superposition of two standing waves.

Supported lipid bilayers were prepared by the vesicle fusion method [Sackmann1996]. SLBs
contained 20% of the cationic lipid DOTAP in a neutral DOPC bulk environment if not
reported differently. Cy5-labelled DNA was added in excess and bound electrostatically to the
membrane. After 15min, when the surface coverage reached saturation, unbound DNA was
removed by water rinsing, whereby the exact density depends on the percentage of cationic
DOTAP within the membrane.

The coupling of a SAW to a SLB causes local membrane density modulations, resulting in the
accumulation of labeled lipids (TR-DHPE), directly observable by fluorescence microscopy
(Fig 2a,c 3a). The attached DNA which is loosely bound to cationic lipids via electrostatic
forces at the membrane remains laterally mobile [Maier1999] and can be moved by external
electrical fields [Kahl2009, Olson2001, Athmakuri2010] results in a length dependent
diffusion according to 1/N. Short DNA oligonucleotides behave similar like membrane bound
proteins [Neumann2010]. They accumulate reversibly along stripes parallel to the wave front
of the SAW (Fig. 2¢, 3a) as clearly visible by fluorescence microscopy. The DNA molecules
associated with the cationic DOTAP lipids [Kahl2009] accumulate in regions of higher
membrane density, whereas e.g. Texas Red labeled lipids (TR-DHPE) migrate to regions of
lower density [Nissen2001, Hennig2009, Neumann2010] (Fig. 2a).In the case of two standing
waves orthogonal to each other (using four transducers and two split-wave generators),
reversible localized checker-board dots of DNA oligonucleotides can be observed (Fig.
2¢).Depending on which wave was switched on or off, the pattern is realizing one of the most
important features of our set up: It reversibly organizes DNA in a “soft” 2D environment.
When one of two coupled wave generators creating a standing SAW is slightly detuned (e.g.

0.1 Hz at an operating frequency of 153MHz), the generated beat starts moving across the
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chip resulting in a continuous shift of the pattern. If chosen decently slow such that the
membrane can reorganize and follow, DNA is being transported across the chip.

After the SAW has been switched off, the DNA is free to diffuse back again. This realizes a
switchable crossover between a 2D and a 1D system and may also possibly enable DNA
length separation: After a mixture of different DNA strands has been accumulated at a
scratch, the beat direction can be reversed or an electrical field could be switched on driving
the molecules away from the obstacle. This is expected to lead to a length separation of DNA
molecules [Kahl2009] comparable to DNA electrophoresis in gels where different size DNA

molecules show different electrostatic drift.

Observing the diffusive decay of DNA stripe patterns on supported lipid membranes can be
used to determine its diffusion constant [Stelzle1992]. In [Hennig2009] we showed, that
patterns of fluorescently labeled lipids within a supported membrane relax in accordance with
literature values around 2pm2/s of supported lipid bilayers measured by others, e.g. by FCS
[Benda2003]. In this work, DNA oligonucleotides of different lengths (20-40-75-110bp) are
bound to SLBs, a SAW induced pattern is created and (assuming diffusive dynamics)
diffusion constants were calculated by analyzing the exponential decay of the main Fourier
component of the periodic pattern [Stelzle1992, Hennig2009]: First, a movie of DNA pattern
creation and relaxation is recorded. Images are cropped and turned such that the DNA
accumulation stripes appear vertically (Figure 3a). In a next step, images were summed-up
vertically and FFT transformed using zero padding (Figure 3b). The height of the main
Fourier peak gives a measure of the deflection from the equilibrium of the system. Last,
diffusion constants could be extracted by fitting an exponential to the decay of the main
Fourier peaky according to

y=Aexp(—t/T)+c equ. 1

(Figure 3c), where the measured value is the decay time 7 =1/ D. For comparability with
figure 4, D instead of 7 was plotted. For the distinct DNA oligos with lengths 20, 40, 75 and
110bp we find that their diffusion constants are all around 2 um?/s — which perfectly fits the
dynamics of a supported lipid bilayer. On the other hand, this is not what is expected from
DNA bound to a SLB of the composition used in these experiments. Instead, a strong length
dependence 1/N of the DNA diffusion constant would be expected as reported by
[Athmakuri2010] for short single stranded Oligos, [Kahl2009] for very long double stranded
DNA and own FRAP measurements (Figure 4).Furthermore, diffusion constants of DNA
would be around factor ~6 (for 20bp) to facor 20 (for 75 and 110bp Oligos) smaller. Part of

_4-
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the large scattering of data points results intrinsically from the system of DNA bound to SLBs
[Kahl2009], part of it from the fact, that the membrane fluidity depends on the history, e.g.
cleaning, rinsing etc. of the chip. Furthermore, SLBs seem to degrade when a strong SAW has
been applied for a longer time [Hennig2009].

We explain the difference in diffusion constant values measured by pattern decay and FRAP
as follows: The deflection and SAW driven reorganization of the membrane structure leads to
a highly non-equilibrium situation. Physical values such as membrane density, viscosity,
membrane composition, diffusion coefficient and DNA concentration are not homogeneous
over the chip. When this system relaxes back into its equilibrium state, this happens not only
by normal diffusion processes. As the DNA is locally accumulated by the influence of the
SAW, the redistribution is clearly visibly overdiffusive, as the anionic DNA molecules repel
each other and don’t behave purely diffusive as the DNA in the FRAP measurements shown
(Figure 4).

These findings further support our explanation of this phenomenon, namely that mechanical
coupling of the SAW to the SLB causes density modulations within the membrane that cause
demixing [Hennig2009, Neumann2010]. The diffusion constants found are typical for
membrane diffusion which indicates that the process is “membrane dominated”. For our
thermodynamical description of the pattern found (Figure 2b) we assume linear coupling of

the sinoidal SAW’s intensity to the SLB

AG(x) Osin” kx equ. 2

Using the assumption that the fluorescence intensity / is proportional to the observed dye
concentration ¢, we insert eq. 2 into the common Boltzmann distribution

¢ (x)=c,exp(-AG(x)/ k,T) equ. 3

Which gives a formula

I.(x)=1,+1, exp(—%) equ. 4

That perfectly fits the dye distributions measured — independent of the fact, if lipids
[Hennig2009], proteins [Neumann2010] or DNA (Figure 2) is accumulated. These findings
indicate, that the dominating mechanism is indeed the redistribution of the lipids within the
membrane, in the case of the DNA the cationic lipid DOTAP it is electrostatically bound to
[Kah12009].

Figure 4b shows a nearly linear salt dependence of the DNA diffusion constant indicating

that a strong binding to the membrane causes slower movement.
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In summary, we have shown that standing surface acoustic shear waves applied to decorated
supported lipid membranes are able to accumulate, transport and align DNA in two
dimensional corrals. The standing SAW pattern is imprinted on the membrane by linear
coupling causing shear within the membrane, locally dissipating energy and therefore
modulating its density. This causes lipid demixing within the membrane, whereas membrane
bound DNA follows the cationic lipids it is electrostatically bound to. These processes can be
explained by fundamental thermodynamics which is supported by comparison with FRAP
measurements of double stranded DNA oligos bound to SLBs.

The technique presented here can be directly used to accumulate membrane-bound
macromolecules like anchored proteins [Neumann2010], and likely be generalized to
receptors, transmembrane proteins like ion channels or even whole bound cells by changing
the wavelengths of the SAWs used (technically reachable are wavelengths about between
100nm and 100um).

Since the transport of the immobilized macromolecules in 2D is strongly size dependent, this
approach allows the separation, sorting, extraction or purification of macromolecules (lateral
electrophoresis). On the way to molecular bottom-up building, these switchable 2D-patterns
and —transport could be useful tools. Combined with other methods like SAW-microfluidics
[Thalhammer2007], AFM, optical tweezers, micromanipulators, micropipettes etc., these
methods may be automated to a full lab-on-a-chip separation and sorting factory allowing
blood screening, membrane protein purification, protein separation and DNA sorting — a

“Flatland Factory”.

Financial support by the Excellence Cluster ‘Nanosystems Initiative Munich (NIM)’ and the
Center for NanoScience (CeNS)is gratefully acknowledged. We thank S. Manus and S.

Bossinger for technical support.
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a) Standing Shear SAW - Transducer

Supported Lipid

V .. | Bilayer

Figure 1: a) Diagrammatic representation of the setup used. A LiTaOs3 chip has two
interdigital transducers (IDTs) on opposite sides to generate a standing SAW. The supported
membrane and partially-accumulated macromolecules on top, which are between the IDTs,
can be observed by fluorescence microscopy through the chip.

b) Chipdesign with two crossed transducers ¢) AFM images in deflection mode of crossed
SAWs in the overlapping region of both SAW paths
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Figure 2a) DNA oligo accumulation (red) is shown at the antinode position where the
cationic lipid DOTAP (orange) accumulates. b) SAW-induced membrane density pattern
following exp(sin”2) ¢) DNA accumulation driven by two orthogonal IDTs. The effect is
much weaker than in the case of only two transducers, as shear waves can only ideally be
excited in one direction depending on the crystal cut. d) Large scale very distinct DNA stripe
pattern. Note the sharp discrimination of DNA depleted and accumulated regions that are
about 10fold. (bright value 299, dark value 91, background 68)
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Figure 3: a) Image series of a DNA pattern decay after the SAW has been switched off. b)
Fast Fourier transformation of vertically summed up image a) plotted logarithmically. Its
main feature is the dominant peak at the transducer distance 13.3um (half the SAW
wavelength). Higher modes are also visible e.g. at 6.6um. c) Plot and fit of the decay of the
main peak of b) yields the diffusion constant D as a fit parameter. d) measured diffusion
constants of DNA oligos with lengths 20, 40, 75 and 110 base pairs (10, 7, 7, 4 data points
respectively). Error bars depict the standard deviation of the data points. No strong length
dependence is observed as theoretically expected (explanation in the text).
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Figure 4: FRAP data of DNA oligos bound to a SLB. Diffusion constants follow a 1/N
dependence, but show no strong density (DOTAP) dependence. The overall values are below
the values measured by SAW pattern decay (Fig. 3d)
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7.6 Vesikelfusionsmethode zur Prdaparation von
substratgestiitzten Membranen

Die Lipide werden in Pulverform oder in Chloroform gelost geliefert, normalerweise 25mg/mi.
Die gewiinschten Lipide mischt man unter dem Abzug unter Verwendung von losungs-
mittelresistenten Glasphiolen und Glasspritzen zusammen und trocknet sie unter Stick-
stoffluss aus. Benutzte Gerétschaften werden vor und nach Verwendung sorgfiltig mit
Chloroform gespiilt. Uber Nacht trocknen die Lipide im Vakuumschrank oder Exsiccator
komplett aus - dieser Schritt ist essentiell wichtig und sollte keinesfalls abgekiirzt werden.
Losungsmittelreste verhindern haufig die Bildung homogener Lipidbilayer.

Zu den ausgetrockneten Lipiden wird Milliporewasser hinzugegeben, um typischerweise
eine Konzentration von 1mg/ml zu erhalten. Die Flaschchen werden sorgfiltig geschiittelt
und gevortext, so dass eine homogene (hdufig triibe) Emulsion entsteht. Diese stellt man
bei 50° fiir 3h in den Wirmeschrank, schiittelt erneut und beschallt sie schliefilich im
Riisselbeschaller (tip sonicator) fiir 10min, um grossere Lipidstrukturen aufzubrechen und
erhélt eine klare Losung mit kleinen Vesikeln (SUVs).

Diese SUVs werden in die zu beschichtende Kammer gefiillt und 45min stehengelassen. In
dieser Zeit binden die Vesikel an die hydrophile Oberfliche, platzen dort auf und bilden
eine durchgehende substratgestiitzte Membran. Die hohe Kriimmung der kleinen SUVs
unterstiitzt diesen Prozess. Danach spiilt man die Kammern stark durch, um alle Vesikel
und eventuelle Multilagen zu entfernen und gibt den gewiinschten Puffer hinzu (z.B. PBS
bei der Verwendung von Proteinen oder HEPES bei DNA).

Die DNA oder Proteine, die man an die Membran binden will, werden nun einfach hinzu-
pipettiert, und nach einer halben Stunde wieder gespiilt.

7.7 Herstellung phasenseparierter grosser Vesikel (GUVs)

Herstellung der Lipidlosungen in Chloroform: Unter Verwendung von Glasphiolen und
Glasspritzen werden 20 mol% Cholesterol, 40 mol% Brain Sphingomyelin (bSM), 40 mol%
DOPC, 0.1 mol% TR-DHPE gemischt, so dass man als Endkonzentration 2 mg/mL erhilt,
praktischerweise etwa 1-3ml insgesamt.

Von dieser Losung werden 2 Tropfen auf zwei gereinigten I'TO-beschichteten Glasplatten
verstrichen und im Vakuumsschrank iiber Nacht ausgetrocknet. Diese ITOplatten mon-
tiert man gegeniiber in in eine geeignete Probenkammer und befiillt sie mit 300 mOsm
sterilisierter und gefilterter Sucroselosung. An die ITOplatten wird fiir 2h eine Wechsel-
spannung von 1V bei 10 Hz angelegt.

Die so produzierten Riesenvesikel pipettiert man ab und kann sie etwa eine Woche aufbe-
wahren. Im Experiment mischt man die GUVs in Sucroselosung mit ebenfalls 300mOsm
Glucoselosung, so dass die Vesikel nicht osmotisch platzen, aber aufgrund ihres hoheren
spezifischen Gewichtes in der Kammer innerhalb von etwa 30min absinken.
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7.8 Elektronenstrahllithographie zur Herstellung
optischer Masken

Als Lack wird Polymethylmethacrylat (PMMA 150k bzw. PMMA 500k) verwendet. Dieses
wird zu 4 Gew.-% bzw. 2 Gew.-% in Isopropanol gelost.

e Lackschleuder: 30 s bei 5000 U/min
e Prebake: 1 Stunde bei 160° im Ofen

e Entwickler: Isobutylmethylketon (MIBK; Merck KGaA, Darmstadt). MIBK wird im
Verhéltnis 1:3 mit Isopropanol verdiinnt

e Entwickeln: 32 s
e Stoppbad: 15 s in Isopropanol

e Trocknen mit Stickstoff

Die belichtete Maske kann mit Chrométze (MicroChemicals GmbH, Ulm) geétzt werden.

7.9 Optische Lithographie zur Vorbereitung der
IDT-Strukturen

e Lack: Microposit S1813 (Shipley GmbH, Stuttgart)

e Lackschleuder: 5 s 800 U/min, 30 s 5000 U/min

e Prebake: 30 min/90°C

e Belichten: 22 s

e Entwickeln: 30 s in Entwickler (Microposit E351, 1:5 mitWasser verdiinnt)
e Stoppbad: 15 s in Wasser

e Trocknen mit Stickstoff
Metallisierung zur Herstellung der IDT-Strukturen
e Vorbereitete Substrate in Sauerstoffplasma fiir 60 s bei 400W behandeln, P=500mTorr

e Elektronenstrahlverdampfen von 10nm Ti (Haftschicht), '50nm Au, 10nm Ti. Auf-
dampfraten < 0,2nm/s

e Zuleitungen mit Al-Folie oder Lack abdecken
e Sputtern der Si0s-Schutzschicht, P = 170W, 60 Minuten
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7.10 Abkiirzungsverzeichnis

AFM Atomic force microscope, Rasterkraftmikroskop

BODIPY 2-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacene-3-pentanoyl)-1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-
phosphate, diammonium salt

bp Base pair, Basenpaar
BLM Black Lipid Membrane
BSA Bovine serum albumine
CCD Charge coupled device
DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindole
DNA Desoxyribonukleinsdure
DHPE 1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, triethylammonium salt
DOTAP Dioleoyltrimethyl-ammonium-propane
DOPC Dioleoyl-1,2-sn-phophatidylcholine
FCS Fluorescence Correlation Spectroscopy
FRAP Fluorescence recovery after photobleaching
GUV Giant unilamellar vesicle, Riesenvesikel oder Liposom
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(engl. high performance liquid chromatography)
IDT Interdigital Transducer
ITO Indiumzinnoxid
A-DNA Natiirliche DNA extrahiert aus dem Lambdaphagen
LD Long distance
Lo Liquid ordered phase
Lp Liquid disordered phase
LSM Laser Scanning Microscope
NA Numerische Apertur
NBD-DOTAP 1-oleoyl-2-[6-[(7-nitro-2-1,3- benzoxadiazol-4-yl)amino]

hexanoyl]-3-trimethylammoniumpropane
OG, Oregon Green 1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero- 3-phosphoethanolamine

PCR Polymerase chain reaction

QCM Quartz Crystal Microbalance

RIE Reactive ion etching

RFID Radio-frequency Identification

SAW Surface acoustic wave

SLB Supported Lipid Bilayer

SUV Small unilamellar vesicle

TOTO 1,1'-(4,4,8 8-tetramethyl-4,8-dizaudecamethylene- ) bis[4-

(3-methyl-2,3-dihydrobenzo-1,3-tiazolyl)-2methylidene
quinolinium|tetraiodid
TR Texas Red, Sulforhodamin 101 Sulfonylchlorid
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