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Einleitung

I Einleitung

Die Immobilisierung von Proteinen, insbesondere von Enzymen und Antikérpern, auf
festen Oberflichen hat in den letzten Jahrzehnten eine fundamentale Bedeutung erlangt
(Proteins at Interfaces 11 1995). Zum einen soll hdufig die Proteinadsorption gezielt unter-
driickt werden, um die Biokompatibilitit von Materialien, beispielsweise von Implantaten,
heraufzusetzen (Ostuni et al. 2001). Hierzu ist eine entsprechende Modifizierung der
Substratoberfldche erforderlich. Andererseits machen sich moderne biotechnologische Ver-
fahren die Proteinadsorption fiir eine Vielzahl industrieller Anwendungen zunutze. Neben
technischen Prozessen sind hierbei insbesondere diagnostische Verfahren anzufiihren
(Kawaguchi 2000).

Die groBe technische Bedeutung hat zu einer schwer iiberschaubaren Anzahl an Literatur-
arbeiten auf diesem Gebiet gefiihrt. Ein umfassendes Verstindnis zur Vorhersage, ob ein
bestimmtes Protein auf einem Substrat adsorbiert oder nicht, steht bisher allerdings aus.
Ein moglicher Ansatz hierzu ist die Untersuchung der Wechselwirkung von Proteinen mit
definiert strukturierten Substratoberflachen. Hierzu bieten sich insbesondere kolloidale
Partikel von wenigen 100 nm Durchmesser an. Kolloidale Teilchen weisen in Suspension
eine grofle Oberflache an und lassen sich zudem mit zahlreichen physikalischen Methoden
untersuchen. Der Adsorptionsvorgang ldsst sich somit sowohl zeitaufgelst, als auch in
bezug auf dullere Einflusse wie pH, lonenstirke oder Temperatur verfolgen. Zahlreiche
experimentelle Studien stiitzen sich daher auf Silikapartikel (Czeslik er al. 2001,
Giacomelli ef al. 2001), Latexpartikel (Kawaguchi et al. 1985, 2000, Oh et al. 2000, Yoon
et al. 1996, 1999, Shirahama et al. 1989, 1991, Suzawa et al. 1982, 1983, 1985, 1991,
Norde et al. 1994, Elgersma et al. 1990, Galisteo-Gonzalez et al. 1994, Kondo et al. 1992,
Lewis ef al. 1988, Leaver et al. 1996) oder Silberiodid-Teilchen (Vermonden ef al. 2001).
Allgemein wird der komplexe Vorgang der Proteinadsorption in der Literatur auf ver-
schiedenste Triebkrifte insbesondere hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen
sowie Wasserstoftbriickenbindungen zuriickgefiihrt (Andrade 1985, Yoon et al. 1999).
Bisher steht jedoch ein klares Verstindnis dariiber aus, wie die Triebkrifte des
Adsorptionsvorgangs gezielt genutzt werden kénnen, um den Adsorptionsvorgang in vor-
hersehbarer Weise beeinflussen zu konnen.

Die Immobilisierung kann durch eine direkte Adsorption geldster Proteinmolekiile er-
folgen. Proteinmolekiile reagieren oft mit Konformationsdnderungen auf duflere Ver-
dnderungen. Die Adsorption auf festen Oberfliachen, beispielsweise auf Polystyrol- oder

Silikapartikeln, ist daher mit einer Teilentfaltung bzw. Deformation der Proteinstruktur
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verbunden (Wertz et al. 2001, 2002, Czeslik et al. 2001, 2003, Jackler et al. 2002,
Fragneto et al. 2000). Diese Denaturierung bringt einen Verlust an Sekundér- und Tertiér-
struktur mit sich und bewirkt die Irreversibilitidt des Adsorptionsvorgangs (Wertz et al.
2001).

Verschiedene Studien gingen der Ausbildung von Komplexen zwischen Proteinen und
Polyelektrolyten nach (Dikov et al. 1980, Andersson ef al. 1999, Xia et al. 1994, 1997,
Mattison et al. 1999, Hattori et al. 2000, Porcar et al. 1998, Borrega et al. 1999). Durch
den Zusatz der Polyelektrolytketten wurde eine hohere Lagerungsstabilitit von Protein-
losungen erzielt. Zudem konnte eine Aggregation der Proteinmolekiile untereinander
unterdriickt werden (Andersson et al. 1999). Xia et al. (1997) konnten zeigen, dass mit
Polyelektrolytketten komplexierte Enzyme in ihrer Aktivitdt unbeeintriachtigt blieben. In
diesen Fillen handelt es sich aber um keine definierte Trager-gebundene Immobilisierung.
Ausgehend von kolloidalen Trigerpartikeln lassen sich jedoch gezielt Polyelektrolytmulti-
schichten durch wechselseitige Adsorption kationischer und anionischer Polyelektrolyt-
ketten aufbauen (Decher 1997). Auf bzw. zwischen diesen Schichten kénnen Protein-
molekiile eingelagert werden (Caruso et al. 2000, Lvov et al. 2001, Jin et al. 2001). Caruso
et al. (2001) stellten fest, dass die Enzymaktivitit bei der Einlagerung in die Poly-
elektrolytmultischichten weitgehend erhalten bleibt. Zudem konnte fiir vergleichbar aufge-
baute Systeme auf planaren Substraten gezeigt werden, dass die Sekundirstruktur der
Proteine erhalten bleibt (Schwinté er al. 2001, 2002, Szyk et al. 2001, Miiller ez al. 2001).

In der vorliegenden Arbeit soll erstmalig die Wechselwirkung von Proteinen mit iiber
langen, dicht gepackten Polyelektrolytketten elektrosterisch stabilisierten Polystyrol-
Latices (s. Abb. I.1) untersucht werden. Guo et al. (1999, 2000) entwickelten eine Technik
zum gezielten Aufbau derartiger Systeme mit definierter Kern-Schale-Morphologie. Bei
dem als Photoemulsionspolymerisation bezeichneten Verfahren erfolgt die Auf-
polymerisation der Polyelektrolytketten iiber Radikale, welche unter UV-Initiierung auf
Polystyrol-Partikeln von etwa 100 nm Durchmesser erzeugt werden. Man erhélt auf diese
Weise dicht gepackte Polyelektrolytketten, welche kovalent an die kolloidalen Trager-
partikel angekniipft sind (s. Abb. I.1). Die mittleren Abstéinde der Ankniipfungspunkte der
Polyelektrolytketten an die Kernoberfldche sind wesentlich kleiner als die Konturlidnge der
Polyelektrolytketten. Daher ist dieses System als sogenannter brush einzuordnen (Guo et
al. 2000, 2001). Die brushes sind entweder aus dem starken Elektrolyten Polystyrol-
sulfonat oder dem schwachen Elektrolyten Polyacrylsdure aufgebaut. Bei niedriger
Ionenstirke ist die Polyelektrolytschicht bedingt durch den osmotischen Druck der
Gegenionen der Polyanionen stark gestreckt (Guo et al. 2001, Das et al. 2002).
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der erstmalig von Guo et al. (1999) synthetisierten Kern-Schale-Latices:
An einen festen Polystyrol-Kern (Radius R ~ 50 nm) sind lineare anionische Polyelektrolytketten hoher
Packungsdichte angekniipft. Die Polyelektrolytschale (Dicke L zwischen 10 und 200 nm) besteht entweder

aus dem schwachen Elektrolyten Polyacrylsdure oder dem starken Elektrolyten Polystyrolsulfonat.

Die adsorptive Immobilisierung von Proteinen auf den in Abbildung 1.1 gezeigten Modell-
systemen stand im Vordergrund der vorliegenden Arbeit. Dabei lielen sich bedingt durch
das hohe effektive Volumen der Polyelektrolytschale teilweise iiber 1000 mg Protein pro
Gramm der Latexpartikel adsorptiv binden (s. Abb. 1.2). Hierbei stellte sich die Frage nach
der Triebkraft der Proteinadsorption auf derartigen sphérischen Polyelektrolytbiirsten. Im
Falle der hier beschriebenen Systemen aus anionischen Polyelektrolytketten wire
eigentlich eine elektrostatische Abstoung zwischen Protein und brush zu erwarten ge-
wesen, da beide unter den in dieser Arbeit gewéhlten Versuchsbedingungen gleichnamig
geladen sind. Hinzu kommt, dass aus neutralen Polymerketten, insbesondere Polyethylen-
glykol, bestehende Polymerbiirsten als Protein-resistente Oberfldchen (Jeon e al. 1991,
Malmsten et al. 1998) gelten. Dies wird iiber eine sterische Repulsion zwischen Protein
und brush-Schicht begriindet (Halperin 1999).

Bisher gibt es nur wenige Arbeiten zur Untersuchung der Wechselwirkung von Proteinen
mit geladenen brushes. Die einzige Studie auf definiert aufgebauten Systemen wurde von
Tran et al. (1999) vorgestellt. Die Autoren untersuchten die Adsorption von Lysozym und
Fibrinogen auf einem planaren brush aus dem starken Polyelektrolyten Polystyrolsulfonat
mittels Neutronenreflektivitit. Das positiv geladene Lysozym wird dabei erwartungsgemal
auf dem negativ geladenen Substrat adsorbiert. Uberraschenderweise wird allerdings
ebenfalls negativ geladenes Fibrinogen stark adsorbiert. Die Autoren vermuteten eine

Wechselwirkung von Fibrinogen mit den Sulfonatgruppen des brush als Ursache dieser
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unerwarteten Beobachtung. Die von den Reflektivitdtsmessungen abgeleiteten Dichte-
profile lieBen auf eine Adsorption des Proteins in der Peripherie des planaren brush
schlielen (Tran et al. 1999).

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Wechselwirkung von Proteinen mit sphérischen Polyelektrolyt-
birsten: Die Zeichnung gibt anndhernd maBstabsgetreu die Dimensionen eines typischen, mit Hilfe der von
Guo et al. (1999) entwickelten Photoemulsionspolymerisation hergestellten Polystyrol/Polyelektrolyt-Kern-
Schale-Partikel (vgl. Abb. 1.1) wieder. Bedingt durch die groe Oberfliche des Polystyrol-Kerns von etwa
100 nm Durchmesser und des tiber die stark gestreckten Polyelektrolytketten aufgebauten Volumens steht ein

grof3es potentielles Volumen zur adsorptiven Aufnahme von Proteinmolekiilen zur Verfiigung.

Saito und Mitarbeiter (Kawai et al. 2000, Nakamura ef al. 1999, Koguma et al. 2000, Kim
et al. 1998, Tsuneda et al. 1994) publizierten mehrere Arbeiten zur Proteinadsorption auf
in Hohlfasern verankerten Polymerketten. Die Autoren konnten zeigen, dass sich mit Poly-
elektrolytketten modifizierte Hohlfasern zur Trennung von Proteingemischen eignen (Saito
et al. 2002, Tsuneda, Saito et al. 1995). Nach adsorptiver Immobilisierung von Enzymen in
den modifizierten Hohlfasermembranen konnten diese zur enzymatischen Katalyse genutzt
werden (Kawai et al. 2001, Miura ef al. 2002). Zudem wurde bei Erhohung der lonenstarke
ein geringerer Adsorptionsgrad festgestellt (Tsuneda, Kagawa er al. 1995), was darauf
schlieBen lésst, dass die Proteinadsorption auf derartigen Systemen nicht allein auf elektro-
statische Wechselwirkungen zuriickgefithrt werden kann. Eine weitergehende Unter-
suchung dieses Effekts scheitert allerdings an der schwierigen Untersuchung des an Hohl-

fasern gebundenen Systems.
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Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um die erste Untersuchung der Protein-
wechselwirkung mit den in Abbildung 1.1 gezeigten brushes. Hierbei wurde das
Adsorptionsverhalten verschiedener Proteine mit sowohl aus starken (quenched brush, Guo
et al. 2000), wie auch aus schwachen Polyelektrolyten (annealed brush, Guo et al. 2000)
aufgebauten Systemen untersucht. Suspensionen dieser kolloidalen Partikel sind bedingt
durch die elektrostatische Stabilisierung tiber die Polyelektrolytketten bis zu relativ hohen
Ionenstiarken stabil. Daher kann die Abhdngigkeit der Adsorption von der lonenstéirke
systematisch untersucht werden.

Die Systeme unterscheiden sich klar von bisher untersuchten Latices, da die Ober-
flicheneigenschaften von den langen Polyelektrolytketten bestimmt werden. Zudem ist die
mittlere Ankniipfungsdichte der Polyelektrolytketten kleiner als der Durchmesser der
Proteine. Eine Wechselwirkung der Proteine ist somit ausschlielich iiber die Poly-
elektrolytbiirsten moglich (s. Abb. 1.2). Somit stellen die vorgestellten Poly-
styrol/Polyelektrolyt-Kern-Schale-Latices ein neuartiges kolloidales Trigersystem zur
Adsorption bzw. Immobilisierung von Proteinen dar, welches zudem zu einem tiefer-
gehenden Verstdndnis der Adsorptionsvorgénge auf geladenen Substraten beitragen kann.
Fiir eine eventuelle technische Nutzung derartiger Systeme , darf die biologische Funktion
der Proteine durch die Wechselwirkung mit den Polyelektrolytketten nicht beeintriachtigt
werden. Ein weiterer zentraler Punkt der vorliegenden Arbeit stellte daher die Unter-
suchung der Konformation der adsorbierten Proteine dar.
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II  Aufgabenstellung

Zunéchst sollten Modelldispersionen tiber die von Guo et al. (1999) entwickelte Photo-
emulsionspolymerisation dargestellt und eingehend charakterisiert werden. Es sollte hierzu
ein neuartiges Reaktorsystem erprobt werden, welches die Bereitstellung ausreichender
Partikel definierter Morphologie ermdglichen sollte.

Die Untersuchung der Proteinadsorption auf den Modelldispersionen stand im Vorder-
grund. Hierzu sollte die Abhingigkeit des Adsorptionsgrades von zentralen #ufleren Ein-
flussgroBen wie Ionenstirke und pH anhand von Rinderserumalbumin (BSA) als Modell-
protein gezielt studiert werden und in einem theoretischen Modell erfasst werden.

Neben einem Vergleich des Adsorptionsverhaltens verschiedener Proteine sowohl mit
brushes bestehend aus starken, als auch schwachen Polyelektrolytbiirsten, sollten
Referenzexperimente an einem elektrostatisch stabilisierten Polystyrol-Latex durchgefiihrt
werden. Hierbei sollten besondere Vorteile der Latexpartikel mit strukturierter Polymer-
schale im Vergleich zu kommerziellen Systemen zu Tage treten.

Die Sekundérstruktur der auf den Latexpartikeln adsorbierten Proteine sollte mit Hilfe
eines speziell zur Proteinanalyse entwickelten FT-IR-Spektrometeraufbaus untersucht
werden. Neben der Sekundérstrukturanalyse adsorbierter Proteine bei Raumtemperatur,
sollte ebenfalls der Einfluss der Adsorption auf das Faltungs-/Entfaltungsverhalten von
Ribonuklease A studiert werden. In Kooperation mit dem Institut fiir Physikalische Chemie
der Universitdt Dortmund sollten ergdnzende Konformationsanalysen mittels CD-
Spektroskopie sowie Fluoreszenzstudien an markierten Proteinen durchgefiihrt werden.
Untersuchungen mittels Rontgenkleinwinkelstreuung sollten dartiber Aufschluss geben, in
welchen Bereichen des brush die Proteine adsorbiert werden.

Eine weitere Kooperation mit dem Institut fiir Nanotechnologie (INT) des Forschungs-
zentrums Karlsruhe hatte zum Ziel zu priifen, inwiefern konfokalmikroskopische Unter-
suchungen zum Nachweis der Proteine auf den Latexpartikeln eingesetzt werden konnen.
Des weiteren sollte der Frage nachgegangen werden, ob die Carboxylfunktionen von
brushes bestehend aus langen Polyacrylsdureketten zur kovalenten Immobilisierung von

Proteinen herangezogen werden konnen.
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IIT  Grundlagen und Theorie

III.1 Wechselwirkung von Proteinen mit Polyelektrolytbiirsten

II.1.1 Polyelektrolytbiirsten: Mikroumgebung fiir Biomolekiile

Wie eingangs angesprochen sollen die mit Hilfe der Photopolymerisationstechnik er-
haltenen, dicht gepackten Polyelektrolytbiirsten auf den Polystyrol-Tragerpartikeln zur
Immobilisierung von Proteinen herangezogen werden. Aufgrund der definierten
Morphologie der Kern-Schale-Partikel bzw. der physikalischen Eigenschaften der brushes
sollte es moglich sein, eine definierte Mikroumgebung fiir die Biomolekiile zu realisieren,

wie im folgenden niher ausgefiihrt werden soll:
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Abb. IIL.1: Tonenstirke innerhalb des brush ¢ als Funktion der duBleren Fremdsalzkonzentration ¢, (Guo et
al. 2000). Die zu den einzelnen Messreihen gehorigen Kern-Schale-Latices unterscheiden sich im Verhiltnis
von Konturlénge der Polyelektrolytketten bezogen auf die Oberflichenkriimmung des Kerns L./R (blau: 0,36;
rot: 1,00; schwarz: 1,70; griin: 3,45).
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Bei Abwesenheit von Fremdsalz fiihrt der osmotische Druck der Gegenionen der Poly-
elektrolytketten zu einer starken Streckung derselben, welche bis fast an die Konturldnge
der Ketten heranreichen kann (Guo et al. 2001). Dieser Grenzfall wird als ,,osmotisches
Limit*“ des brush bezeichnet. Theoretische Ansdtze zur Beschreibung des ,,osmotisches
Limits* sehen vor, dass sdmtliche Gegenionen eines osmotic brush innerhalb der Poly-
elektrolytschicht anzutreffen sind (Pincus 1991). Jusufi et a/. (2002) konnten mittels MD-
Simulationen zeigen, dass bei sternformig verzweigten Polyelektrolyten die Gegenionen
entweder frei im Sterninneren oder entlang den gestreckten Polyelektrolytketten
kondensiert vorliegen.

An quenched brush-Systemen, d. h. brushes bestehend aus starken Polyelektrolytketten,
wurden von Das ef al. (2002) Messungen des osmotischen Drucks in salzfreier Suspension
durchgefiihrt. Das Verhiltnis des experimentell ermittelten zum nach Van’t Hoff be-
rechneten idealen osmotischen Druck, der sogenannte osmotische Koeffizient, stellt ein
Mal fiir die osmotische Aktivitit der Gegenionen der Polyelektrolytketten dar. Der
experimentell erhaltene osmotische Koeffizient lag im Bereich von 0,02 - 0,06, d. h. nur 2 -
6 % der Gegenionen tragen zum osmotischen Druck bei. Die iibrigen sind innerhalb der
brush-Schicht lokalisiert und konnen diese nicht verlassen. Weiter konnte festgestellt
werden, dass der osmotische Koeffizient unabhéngig von der Teilchenkonzentration ist
und mit zunehmender Konturlinge der Polyelektrolytketten L. abnimmt. Einen weiteren
experimentellen Beweis dafiir, dass die Gegenionen den brush nicht verlassen konnen,
wurde mittels anormaler Rontgenstreuung (ASAXS, Dingenouts ef al. 2003) erbracht.

Im fremdsalzfreien Zustand lésst sich die Ionenstdrke im brush gezielt bei der Synthese der
Systeme tiber die Konturlédnge L. und Packungsdichte o der Polyelektrolytketten einstellen.
Der fremdsalzfreie Zustand kann allerdings nur als Grenzfall dienen, da beim Arbeiten mit
Biomolekiilen Puffersysteme eingesetzt werden und somit eine Betrachtung der Ab-
hingigkeit der lonenstdrke im brush von der dulleren Fremdsalzkonzentration erforderlich
wird. Nach einer Theorie von Hariharan ez al. (1998). ldsst sich die Ionenstirke c
innerhalb des brush als Funktion der duleren lonenstirke ¢, berechnen. Abbildung III.1
gibt diese Abhingigkeit wieder. Im Bereich des salted brush bei hoher duerer Fremdsalz-
konzentration ¢, entspricht ¢, in etwa c,. Der Anteil an Gegenionen ist hier im Verhéltnis
zur Fremdsalzkonzentration vernachlédssigbar. Emiedrigt man aber die Fremdsalz-
konzentration, so erfolgt bei etwa 0,1 M lonenstirke der Ubergang zum osmotic brush.
Hier bleibt die Ionenstirke im brush nahezu konstant. Die Hohe des Plateauwertes in ¢
entspricht der Gegenionenkonzentration im brush. Somit steigt dieser Wert mit zu-
nehmender Dichte der Polyelektrolytketten pro Volumen bzw. sinkendem L./R-Verhéltnis.
Bedingt durch die sphirische Geometrie des Systems tritt bei langkettigen Polyelektrolyt-
ketten bzw. hohem L./R-Verhiltnis kein ausgeprigtes Plateau der lonenstirke auf (s. Abb.
III.1). Bei &duBleren lonenstdrken unter 100 mM herrschen jedoch nahezu konstante

Ionenstirken innerhalb einer dicht gepackten brush-Schicht (kleines L./R- Verhiltnis).
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Zudem ldsst sich tiber die Konturldnge L. und Ankniipfungsdichte o der Polyelektrolyt-
ketten - wie bereits erwdhnt - die lonenstdrke im brush gezielt einstellen. Die Betrachtung
gilt ausschlieBlich fiir einwertige Gegenionen. Bei kleinsten Zusdtzen zweiwertiger lonen
ist kein ausgedehnter osmotischer Bereich mehr beobachtbar, welcher sich iiber einen
groBeren Bereich duBerer Fremdsalzkonzentration erstreckt (Guo et al. 2001). Dies ist auf

den stirkeren Abschirmeffekt mehrwertiger Ionen zuriickzufiihren.
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Abb. II1.2: Hydrodynamische brush-Dicke L eines annealed brush (PS/PAA-Kern-Schale-Latex) in Ab-
hingigkeit von pH-Wert und Fremdsalzkonzentration (Guo et al. 2000; blau: 0,0001 M; rot: 0,001 M;
schwarz: 0,01 M; griin: 0,1 M; hellblau: 1 M).

Im Falle eines quenched brush bestehend aus einem starken Elektrolyten wie Polystyrol-
sulfonat ist der Dissoziationsgrad und damit die Dicke der brush-Schicht unabhéngig vom
pH-Wert (Guo et al. 2001). Bei Systemen aus schwachen Elektrolyten wie Polyacrylsdure,
sogenannten annealed brushes hangt der Ladungsabstand entlang den Polyelektrolytketten
stark vom pH-Wert ab (Guo ef al. 2000). Abbildung III.2 gibt die mittels dynamischer
Lichtstreuung bestimmte brush-Dicke L als Funktion des #duBeren pH-Werts fiir ein
derartiges System wieder. Bei niedrigem pH-Wert liegen undissoziierte Ketten vor. Bei pH
3 - 6 erfolgt ein Ubergang von einem ungeladenen in einen geladenen Zustand bis voll-

standige Dissoziation der Polyelektrolytketten erreicht wird. Bei hoherem pH-Wert geht
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der annealed brush somit in den quenched brush tiber. Im Bereich niedrigster Fremdsalz-

konzentration entspricht der Ubergang vom undissoziierten in den dissoziierten Zustand (s.

Abb. II1.2) einer Volumenidnderung um den Faktor 50. Bei Fremdsalzzugabe nimmt die

Schalendicke aufgrund der Ladungsabschirmung ab. Somit lisst sich {iber den pH-Wert

und die duBere Ionenstirke ¢, das hydrodynamische Teilchenvolumen kontrollieren bzw.

gezielt einstellen.

I1.1.2 Proteine

Im folgenden werden die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Proteine im einzelnen

vorgestellt.

Serumalbumin (SA)

Abb. IIL3: Dimer aus zwei Serumalbuminmolekiilen: Die
herzformigen Proteinmolekiile sind von helikalen Strukturbe-
reichen dominiert (rot). Die Graphik wurde mit der Software
RasMol (Version 2.7.2.1) erstellt, die zugehorige Strukturdatei
(PDB-Code 1BMO) wurde der Proteindatenbank PDB (http:/

www.rcsb.org/ pdb/) entnommen.

Eine hohe Verfiigbarkeit, eine
hohe Lagerungsstabilitit und ein
auBergewohnliches  Bindungs-
vermdgen zu einer Vielzahl von
biologischen Molekiilen haben
Serumalbumin zu einem der
bestuntersuchten Proteine der
Biochemie werden lassen
(Carter et al. 1994). Serum-
albumin ist das vorherrschende
Proteine im tierischen und
menschlichen Blutplasma, tritt
aber ebenso im Gewebe, in
Korperfliissigkeiten und in Ex-
krementen auf (Giancola et al.
1997). Mit einer Konzentration
von 5 g in 100 ml Blut trégt
Serumalbumin zu 80 % zum

osmotischen  Blutdruck  bei

(Carter et al. 1994). Daher kommt dem Protein eine zentrale Bedeutung bei der

Osmoseregulation zu. Weiterhin spielt Albumin eine wichtige Rolle bei der Aufrechter-
haltung des pH-Werts im Blut (Carter et al. 1994). Zudem dient Albumin als Protein-

reserve des Korpers (Rompp 1997). Eine besondere Eigenschaft von Serumalbumin ist sein
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reversibles Bindungsvermogen an eine Vielzahl von Liganden (Carter et al. 1994).
Insbesondere der Transport von Fettsduren im Blut wird durch Albumin tibernommen
(Voet et al. 1994).

Rinderserumalbumin (BSA) mit einem Molekulargewicht von 66300 Dalton kann tiber
Elektrophorese- oder Ionenaustauschtechniken vom Blutplasma abgetrennt werden
(Giancola et al. 1997). Als Albumin zeichnet es sich durch einen niedrigen Tryptophan-
und Methioningehalt aus, wihrend es reich an Cystin und geladenen Aminosduren
(Asparagin-, Glutaminsdure, Lysin, Arginin) ist. Der Glycin- und Isoleucingehalt ist
niedriger als bei anderen Proteinen (Giancola ef al. 1997). Das aus 582 Aminoséduren auf-
gebaute Protein besitzt 17 Disulfidbriicken und ein freies Cystein. Bei pH 7 weist das
Molekiil 185 geladene Gruppen auf, was die ausgezeichnete Loslichkeit von BSA erklart
(Giancola et al. 1997). BSA besitzt eine relativ flexible Struktur, welche durch duflere Ein-
flisse (pH, lonenstirke, Temperatur) beeinflusst wird (Carter et al. 1994). Bei pH < 2,7
liegt die sogenannte E(xpanded)-Form des Proteins vor, bei pH 3,0 — 4,0 die hochgeladene,
elektrophoretisch besonders mobile F(ast)-Form. Oberhalb pH 4,3 geht das Molekiil in die
N(ormal)-Form iiber, welche bis pH 8 — 9 stabil ist. Bei hoheren pH-Werten erfolgt ein
weiterer Ubergang in die hochprotonierte B(asic)-Form. Strukturell besteht BSA aus drei
homologen Doménen (Carter et al. 1994), welche unterschiedliche Nettoladungen auf-
weisen (-10, -8, 0 fiir Doméne I, II, III bei pH 7, Peters 1985). Das von helikaler Struktur
gepragte Protein weist eine herzférmige Gestalt auf (Carter ef al. 1994).

P-Lactoglobulin (BLG)

B-Lactoglobulin ist ein in der Milch
von Wiederkduern und vieler anderer
Sdugetiere  enthaltenes  Globulin
(Brownlov et al. 1997). Ein Liter
Kuhmilch enthédlt 2 — 3 g B-Lacto-
globulin (Lyster et al. 1972). Das
Protein liegt bei pH 3 — 7 in Form von
Dimeren aus zwei Untereinheiten von
18,3 kDa bzw. 162 Aminosiuren vor
(Bewley et al. 1997). Jede Unterein-
heit weist ein freies Cystein sowie
Abb. 1IL4: B-Lactoglobulin (rot: Helices, gelb: B-Falt- | zwei Disulfidbriicken auf (Brownlov
blatt): Die Graphik wurde mit der Software RasMol | o7 4/ 1997). B-Lactoglobulin kann in

(Version 2.7.2.1) erstellt, die zugehdorige Strukturdatei mehreren genetischen Varianten auf-
(PDB-Code 3BLG) wurde der Proteindatenbank PDB

treten, wobei beim Rind die Phéno-

(http://www.rcsb.org/pdb/) entnommen. typen A und B vorherrschend sind
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(Valkonen et al. 2000). Beide Varianten unterscheiden sich lediglich in zwei Aminoséure-
resten und konnen anhand ihres isoelektrischen Punkts unterschieden werden (Brownlov et
al. 1997). Die Polypeptidkette ist zu einem [-Zylinder gefaltet, welcher aus acht anti-
parallelen B-Stringen besteht (Brownlov et al. 1997). Zudem weist das Protein eine drei-
windige a-Helix auf (Bewley et al. 1997).

B-Lactoglobulin bindet vor allem Liganden hydrophober Natur und gehort daher zur
Familie der Lipocaline (Sawyer et al. 1998). Aufgrund seines hohen Anteils in Molke-
produkten ist der Néhrwert des Proteins unumstritten. Dennoch ist die biologische
Funktion des Proteins bis heute unbekannt (Brownlov et al. 1997). Da das Protein struktur-
verwandt mit Retinol-bindendem Protein (RBP) ist und ebenfalls Retinol bindet, liegt die

Vermutung nahe, dass das Protein eine Transportfunktion tibernimmt (Sawyer et al. 1998).

Ribonuklease A (RNase A)

Ribonukleasen gehoren zur Klasse der Esterasen (Ester-spaltenden Hydrolasen). Sie ver-
mogen RNA, aber nicht DNA zu Mono- u. Oligonucleotiden in 3’- oder 5°-Stellung abzu-
bauen (Rompp 1997).

RNase A ist die vorherrschende Form des
(\“'ﬁ\ Enzyms in der Pankreas von Bos taurus (Raines
Ll 1998) und konnte bereits 1940 in kristalliner
Form dargestellt werden (Rompp 1997). Die

erste Entschliisselung der Aminosduresequenz
eines Enzyms bzw. die dritte an einem Protein
gelang im Falle von RNase A. Zudem konnte bei
RNase A als drittem Enzym bzw. viertem Protein
die dreidimensionale Struktur vollstdndig mittels
Rontgenbeugung aufgekldart werden (Raines
1998). Das einstringige Protein mit einem
Molekulargewicht von 13683 Dalton besteht aus
124 Aminosduren (Chatani et al. 2001). Vor-

Abb. IIL.5: RNase A (rot: a-Helices, gelb: . . .
herrschende Strukturmerkmale sind ein vier-

B-Faltblatt): Die Graphik wurde mit der
Software RasMol (Version 2.7.2.1) erstellt,
die zugehorige Strukturdatei (PDB-Code
7RSA) wurde der Proteindatenbank PDB

strangiges antiparalleles [-Faltblatt sowie drei
kurze a-Helices (Raines 1998). Die globulire
Struktur wird durch vier Disulfidbriicken zu-

(http://swww.resb.org/pdb/) entnommen. sammengehalten (Chatani ef al. 2001), was eine

auBergewoOhnlich hohe Anzahl in Betracht der
MolekiilgroBe darstellt (Scheraga et al. 2001). Dies fithrt zu einer hohen Stabilitit der
nativen Konformation von RNase A (Raines 1998). Das aktive Zentrum liegt in der Ein-

buchtung des nierenformigen Enzyms (Raines 1998). RNase A ist eine fiir Pyrimidin-
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nucleotide spezifische, d. h. Cytidin- bzw. Uridin-3’-phosphat abspaltende Endonuklease
(Rompp 1997). Die Hydrolyse des RNA-Stranges erfolgt somit an innenstindigen
Phosphodiester-Briicken.

Neben der enzymatischen Aktivitiat zeichnet sich RNase A durch die Fahigkeit zur Riick-
faltung in die native Konformation nach thermischer (Yamamoto ef al. 1991) oder
reduktiver Denaturierung (Scheraga et al. 2001) aus. Diese herausragende Eigenschaft hat
das Protein zu einem gutuntersuchten Modellsystem fiir Proteinfaltungsstudien werden
lassen (Raines 1998).

Hdmoglobin (Hb)

Das Protein ist der rote Blutfarbstoff der Wirbeltiere, welcher in den Erythrozyten des
Blutes enthalten ist und 95 % ihrer Trockenmasse ausmacht. Hidmoglobin wird in den
Blutbildungszentren des Korpers (Knochenmark beim Mensch) synthetisiert. Es tritt
ebenfalls in anderen Organismen auf, wenn auch nicht an Erythrozyten gebunden (R6mpp
1997). Das tetramere Protein mit einem Molekulargewicht von 64,0 kDa (Lvov et al. 1996)
besteht aus Untereinheiten, die sich jeweils aus nicht-kovalent gebundenem Ham
(Eisen(II)-Komplex des Protoporphyrins) und einer Polypeptidkette (Globin) zusammen-
setzen (Voet et al. 1994). Die vier Untereinheiten sind {iber zwischenmolekulare
Wechselwirkungen verbunden und bilden ein sphéroides Protein mit vorwiegend helikaler
Struktur. Die Ham-Einheiten liegen in ,,Taschen® der Polypeptidketten nahe der Ober-
fliche des Tetramers (Rompp 1997).

Die biologische Funktion liegt in der Aufnahme des eingeatmeten Sauerstoffs in der Lunge
und dem Weitertransport zu Muskeln und anderen atmenden Geweben. 1 Mol des
tetrameren Proteins kann 4 Mol Sauerstoff aufnehmen (Voet ef al. 1994). Des weiteren
iibernimmt Hamoglobin den Transport von Kohlendioxid zur Lunge, wo letzteres ausge-
schieden wird (R6mpp 1997).

Myoglobin (Mb)

Myoglobin ist ein in den Muskeln konzentriert auftretendes Hamoprotein, welches eine
Sauerstoff-Transportfunktion in der Muskulatur von Wirbeltieren vergleichbar der des
Héamoglobins tibernimmt (Rompp 1997). Wie Hamoglobin enthilt auch Myoglobin nicht-
kovalent gebundenes Ham, welches taschenformig von einer Polypeptid-Kette (Globin)
umhiillt wird. Im Unterschied zu Himoglobin liegt das Protein jedoch monomer vor. Die
Struktur des ellipsoiden Proteins mit einem Molekulargewicht von 17,8 kDa (Lvov et al.
1996) wird von acht Helices geprédgt, an deren Ausbildung 121 der 153 Aminosduren
(Mensch) einbezogen sind (Voet et al. 1994).
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Lysozym (Peptidoglykan-N-Acetylmuramoylhydrolase, Muramidase)

Das Enzym konnte bisher in fast allen tierischen Korperflissigkeiten sowie in vielen
Pflanzen nachgewiesen werden. Im Eiklar tritt es mit einem Anteil von 3,5 — 5 % auf
(Rompp 1997). Lysozym aus Hithnereiwei3 ist ein einkettiges Polypeptid aus 129 AS
(Rompp 1997) und einer Molmasse von 14600 (Arai et al. 1990). Die globuldre Struktur
des Proteins wird durch vier Disulfidbriicken und zahlreiche Wasserstoftbriickenbindungen
hervorgerufen (R6mpp 1997). Die erste Raumstrukturaufkldrung eines Enzyms erfolgte an
Lysozym (Rompp 1997). Damit wurde ein wesentlicher Beitrag zu einem Verstdndnis der
Enzymwirkung auf molekularer Ebene geleistet. Lysozym spaltet die B(1—4)-Bindungen
zwischen N-Acetyl-D-muraminsdure und N-Acetyl-D-glucosamin-Resten (Voet et al
1994, Rompp 1997). Natiirliche Substrate des Enzyms sind daher die Murein-Bestandteile
der Zellwiande vieler Bakterienarten. Durch die bakteriolytische Féhigkeit liegt die
physiologische Bedeutung des Enzyms in der Abwehr von Bakterien (Rompp 1997).

Amylasen

Amylasen (Diastasen) sind zur Klasse der Hydrolasen gehérende Enzyme, welche Stérke
und Glykogen direkt oder tiber Dextrine zu Maltose und Glucose abbauen (Rémpp 1997).
a-Amylase (1,4-D-Glucan-4-Glucanohydrolase) kommt im Mund und den Verdauungs-
driisen von Mensch und Tieren sowie in Malz, Bakterien und Pilzen vor. Das 1,4-
glykosidische Bindungen spaltende Enzym zerlegt Stirke zunichst in gréBere Fragmente
(Dextrine) bevor der Abbau zu Oligosacchariden erfolgt (Rompp 1997). a-Amylase ver-
schiedener Herkunft unterscheidet sich im Molekulargewicht (15000 — 97000), im pH-
Wirkungsbereich (3,5 — 9), im Temperaturoptimum (45 — 90°C) sowie in der In-
aktivierungstemperatur (60 — 100°C). Dariiber hinaus konnen unterschiedliche Spalt-
produkte erhalten werden (R6mpp 1997).

Glucoamylase (1,4-D-Glucan-Glucohydrolase, auch Amyloglucosidase oder y-Amylase
genannt) ist aus Pilzen, Bakterien und Hefen isolierbar. Das Enzym, welches im Gegensatz

zur a.-Amylase ebenfalls 1,6-glykosidische Bindungen spaltet, baut Stirke zu Glucose ab.

I11.1.3 Puffersystem

Um einen Einfluss der zugegebenen Proteinmenge auf den pH-Wert wihrend der
Wechselwirkung mit den brushes auszuschlieBen, wurde die adsorptive (s. Kap. IV.4) und
die kovalente Immobilisierung (s. Kap. IV.9) in einem Puffersystem durchgefiihrt. Dieses

sollte einerseits einen geeigneten Pufferbereich aufweisen, anderseits durfte keine stdrende
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Wechselwirkung mit den brush-Partikeln auftreten. Damit war der Einsatz mehrwertiger
Puffersysteme ausgeschlossen, da bei diesen der osmotische Bereich des brush unterdriickt
wird (Guo et al. 2001).

An dieser Stelle wurde auf MES-Puffer (MES = N-Morpholinoethansulfonsgure) zuriick-
gegriffen, welcher mit Natronlauge auf pH 6,1 eingestellt wurde. Die Pufferlosung wurde
in MES-Konzentrationen von 10 mM und 50 mM eingesetzt. Fiir die lonenstirke-ab-
héngigen Experimente wurden zusitzlich definierte Mengen an Natriumchlorid zugesetzt.
Weiter wurde bei samtlichen Pufferlosungen eine Natriumazidkonzentration von 2 mM

eingestellt, um einem moglichen Mikrobenbefall der Proben vorzubeugen.
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Abb. IIL.6: Titration von PS/PAA-Kern-Schale-Latices (annealed brushes) unterschiedlicher hydro-
dynamischer Schalendicke L in MES-Puffer (geschlossene Symbole) und in NaCl-Losung (offene Symbole)
gleicher lonenstérke (0,08 M)

Zunichst wurde untersucht, welchen Einfluss dieses Puffersystem auf die brushes besitzt.
Hierzu wurde die brush-Dicke L mittels dynamischer Lichtstreuung in Abhédngigkeit des
pH-Werts untersucht. Abbildung II1.6 zeigt, dass die Anwesenheit von MES-Molekiilen
die Dicke des brush L im Vergleich zu Natriumchloridlosungen gleichen pH-Werts und
gleicher lonenstdrke nicht beeinflusst. Im Rahmen des experimentellen Fehlers ergaben

sich dabei sowohl bei kurzkettigen, als auch bei langkettigen Systemen keine Unter-
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schiede. Diese Beobachtung ist nicht trivial, da mit MES ein zwitterionisches Puffersystem
vorliegt. Folglich scheint im Falle einwertiger lonen der pH-Wert neben der lonenstérke
die Schalendicke zu bestimmen und nicht die Natur der beteiligten Ionen. Im Umkehr-
schluss ldsst sich die brush-Dicke bei bekannter Ionenstirke zur Bestimmung des pH-

Werts im System heranziehen.

[1.1.4 Adsorptive Immobilisierung von Proteinen auf brushes

Die Untersuchung der Adsorption von Proteinen auf sowohl aus schwachen (annealed
brush), wie auch aus starken Polyelektrolyten (quenched brush) aufgebauten
Polyelektrolytbiirsten stand im Vordergrund der vorliegenden Arbeit.

Das experimentelle Vorgehen ist schematisch in Abbildung I11.7 dargestellt. Hierbei wurde
jeweils eine definierte Proteinmenge von 5 — 200 mg im gewéhlten Puffermedium geldst.
Nach Zugabe von 100 mg im gleichen Puffermedium suspendierter Latexpartikel wurde
die Probe 24 Stunden bei 4°C geriihrt. Der Gesamtansatz wurde tiblicherweise auf 10 g
und damit auf einen Latexpartikelgehalt von einem Gew.-% festgelegt. Zur Abtrennung
von freien, nicht-gebundenen Proteinmolekiilen wurde die Suspension in
Ultrafiltrationszellen (s. Abb. VI.3) tberfithrt. Die Ultrafiltration erfolgte unter
achtmaligem Austausch des Dispersionsmediums gegen frische Pufferlgsung.

Um moglichst vergleichbare Ergebnisse zu gewihrleisten und zeitabhingige Effekte
ausschlieBen zu konnen, wurden alle Ansdtze vor Abtrennung des freien Proteins 24
Stunden lang geriihrt. Kontrollexperimente doppelter Dauer zeigten, dass nach einer Zeit
von 24 h von einem Maximum des Adsorptionsgrads unter den gewéhlten
Versuchsbedingungen ausgegangen werden kann. Zudem wurden simtliche Versuche
einer Adsorptionsreihe parallel gefiihrt, um unterschiedliche duflere Einfliisse insbesondere
Temperaturschwankungen ausschlieBen zu konnen (s. VI1.2.2).

Die Bestimmung der adsorptiv gebundenen Proteinmenge erfolgte aus der Konzentration
des abgetrennten, nicht-gebundenen Proteins. Letztere ldsst sich aus der Extinktion bei
einer Wellenldnge von 278 nm bestimmen (s. V1.3.7).

Um eine eventuelle Haftung des Proteins auf der Ultrafiltrationsmembrane sowie an den
Winden der Ultrafiltrationszelle ausschlieBen zu konnen, wurde eine typische Protein-
menge (80 mg) dem Filtrationsprozess unterzogen und anschlieBend entsprechend
spektroskopisch quantifiziert. Je nach Protein konnten 95 — 98 % im Filtrat nachgewiesen
werden. Der Fehlbetrag wurde in den Adsorptionsexperimenten iiber eine entsprechende

Korrektur des Adsorptionsgrads beriicksichtigt.
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Abb. IILI.7: Schematische Darstellung des Adsorptionsexperiments: Eine gewihlte Proteinmenge wurde in
einer Pufferlosung mit definierter Ionenstirke und pH-Wert gelost. Zu diesen Losungen wurden die im
gleichen Puffermedium suspendierten brush-Partikel zugegeben. Nach 24-stiindigem Rithren wurde freies,
nicht-adsorbiertes Protein {iber eine ausgiebige Ultrafiltration entfernt.

Diese Methodik ermdglichte eine genaue Bestimmung des Adsorptionsgrades in Ab-
héngigkeit der zugegebenen Proteinmenge bzw. der Konzentration des nicht-gebundenen
Proteins, wie in den folgenden Abschnitten gezeigt wird. Zur Untersuchung der Wechsel-
wirkung der Proteine mit annealed brushes wurden die PS/PAA-Kern-Schale-Latices
KpS13, KpS14, KpS15 und KpS18 (s. Tab. IV.3) eingesetzt. Die PS/PSS-Kern-Schale-
Latices KpSS1 und KpSS2 (s. Tab. IV.3) wurden zu analogen Experimenten an quenched
brushes herangezogen.

Um das Potential bzw. die Vorziige von brushes gegeniiber herkémmlichen industriellen
Latexpartikeln zur adsorptiven Proteinimmobilisierung eingehend beurteilen zu konnen,
wurde zusdtzlich ein geeignetes Referenzsystem erforderlich. Hierzu wurde ein
carboxylierter Polystyrol-Latex (PSAA) tiber eine Emulsionspolymerisation (s. VI.1.5) mit
einem Zusatz von 5 mol% Acrylsdure hergestellt (Bangs Laboratories 1999). Der hierbei
erhaltene Latex PSAA wurde aufgrund der elektrostatischen Stabilisierung tiber das Co-
monomer den an ihn gestellten Stabilitdtsanforderungen bei pH 6 - 9 und lonenstédrken

unter 510 mM gerecht, ohne die aulergewdhnliche Stabilitit der brushes aufzuweisen. Ein
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lediglich durch die Sulfonatgruppen der Initiatorreste stabilisierter Polystyrol-Latex flockte
nach einigen Tagen im Puffermedium sowie bei Zugabe groflerer Proteinmengen aus. Auf
die urspriingliche avisierte Verwendung dieses System als weiteres Referenzsystem wurde

daher verzichtet.

I1.1.5 Triebkrifte der Proteinadsorption auf Polyelektrolytbiirsten /

counterion release force

Erste Adsorptionsversuche ergaben, dass sich BSA-Mengen von {iber 1000 mg pro Gramm
negativ geladener brushes binden lassen. Das Auftreten adsorptiv gebundener Proteine in
derartigen Mengen ist auf den ersten Blick erstaunlich, da beispielsweise in der Medizin
mit Polymerbiirsten aus Polyethylenglykol beschichtete Oberfldchen gezielt zur Unter-
driickung von Proteinadsorption eingesetzt werden (Halperin 1999). Dies ist nach Andrade
und de Gennes auf eine sterische Repulsion zwischen Protein und brush-Schicht zurtickzu-
fithren (Jeon et al. 1991). Im Falle anionischer Polyelektrolytbiirsten sollte zur sterischen
Repulsion noch die elektrostatische AbstoBung zwischen Protein und brush hinzukommen,
da BSA unter den Versuchsbedingungen bei pH 6,1 (s. 111.1.3) ebenfalls negativ geladen
ist (pI = 5,1; Cantarero ef al. 1980). Zwar besitzt BSA eine negative Uberschussladung,
doch besteht die Proteinoberfliche aus vielen negativ und positiv geladenen Bereichen,
sogenannten patches. Unter neutralen Bedingungen tiberwiegt die Anzahl der negativen
patches die der positiven nur geringfiigig (s. Abb. II1.8, Carter ez al. 1994).

Zur Proteinadsorption auf Polyelektrolytbiirsten wurde folgende These aufgestellt: Die
Adsorption lédsst sich als Wechselwirkung der Polyelektrolytketten des brush mit positiv
geladenen patches des Proteins verstehen. Der patch fungiert als Makroion des brush,
neutralisiert somit einen Teil der negativen Ladung des brush. Infolge der Adsorption des
patch als Makroion werden im Gegenzug zahlreiche Gegenionen des brush sowie des
Proteins freigesetzt (s. Abb. II1.9). Diese konnen sich frei im System verteilen, was zu
einem Entropiegewinn fithrt und letztendlich die Triebkraft der Adsorption darstellt.
Dariiber hinaus fiihrt die Freisetzung der Gegenionen zu einem teilweise Abbau des hohen
osmotischen Drucks in der Polyelektrolyt-Schicht. Uber die geringe osmotische Aktivitit
eines mehrwertigen lons im brush (Guo et al. 2001) lasst sich die starke adsorptive
Bindung der Proteine an den brush erkldaren. Die sogenannte ,,counterion release force*
wurde zur Beschreibung der unerwarteten Adsorption von DNA an negativ geladenen
Oberflachen herangezogen. Fleck und von Griinberg (2001) haben hierzu ein theoretisches
Konzept aufgestellt.
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Abb. IIL8: Oberflichenladungsverteilung eines Albuminmolekiils bei pH 7 (oben: Frontalansicht, unten:
Seitenansicht, entnommen aus: Carter ef al. 1994): Die basischen (blau) und die sauren Aminoséurereste (rot)
sind relativ gleichmiBig tiber die Molekiiloberflache verteilt. Die neutralen Reste sind gelb angeférbt darge-
stellt.

Aufgrund der Tatsache, dass die Gegenionen der Polyelektrolytketten die brush-Schicht
nicht verlassen konnen (Das er al. 2002), liegt im Falle niedriger duflerer Fremdsalz-
konzentration (osmotic brush), eine wesentlich hohere Ionenstéirke innerhalb des brush vor
(vgl. Abb. III.1). Bei Protonen als Gegenionen der Polyelektrolytketten sollte somit ein
niedrigerer pH-Wert innerhalb des brush im Vergleich zu den duBleren Verhéltnissen
resultieren. Dies ldsst sich am besten anhand von quenched brush-Systemen erldutern. Hier
ist der Ladungsgrad entlang den Polyelektrolytketten unabhingig vom pH-Wert. Die in
Losung vorhandenen Protonen fungieren als Gegenionen, wobei deren Konzentration
auBBerhalb des brush c, tiber die Pufferlosung eingestellt wurde. Der pH-Wert im brush
ergibt sich aus der mittleren Aktivitidt der Gegenionen innerhalb des brush. Somit ist der
pH-Wert in der brush-Schicht gegeniiber der duleren Losung im Falle eines quenched
brush erniedrigt. Dieser Effekt wurde von Birshtein und Zhulina detailliert theoretisch be-
schrieben (Birshtein et al. 1996).

Im Falle von annealed brushes aus Polyacrylsdureketten muss zusdtzlich das
Dissoziationsgleichgewicht zwischen Carboxylgruppen und Protonen in Betracht gezogen

werden. Somit wird die Protonenkonzentration im Vergleich zum quenched brush er-
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niedrigt, hdngt aber wiederum von der dulleren Protonenkonzentration ¢, ab. Die Ver-
hiltnisse im brush konnen als pH-Wert einer Losung freier Polyacrylsdureketten gleicher
Konzentration wie in der brush-Schicht angenéhert werden. Ausgehend vom pK,-Wert fiir
Polyacrylsdure von 4,6 und einer typischen Polyelektrolytkonzentration im brush ergibt
sich ein pH-Wert von 3. In einer realistischen Schétzung sollte jedoch angenommen
werden, dass die Hilfte der Protonen durch die Natriumionen der Pufferlésung ausge-
tauscht wurde, wodurch ein pH-Wert von 4,6 resultiert.

Abb. IIL9: Schematische Darstellung der Proteinadsorption auf Polyelektrolytbiirsten: Die anionischen
Polyelektrolytketten sind aufgrund des osmotischen Drucks der Gegenionen stark gestreckt, da letztere die
Polyelektrolytschicht nicht verlassen konnen (links). Positiv geladene Bereiche auf der Oberflache des insge-
samt negativ geladenen, adsorbierten Proteinmolekiils treten an Stelle der monovalenten Gegenionen der
Polyelektrolytketten. Im Gegenzug werden mehrere Gegenionen des Proteins und der Polyelektrolytketten

pro Proteinmolekiil freigesetzt (rechts), wodurch ein erheblicher Entropiegewinn resultiert.

Der niedrigere pH-Wert innerhalb des brush sollte die Oberflachenladungsverteilung des
Proteins zugunsten einer zunehmenden Zahl bzw. Grof3e der positiven patches des Proteins
beeinflussen. Das bei pH 6,1 negativ geladene Protein konnte somit sogar eine positive
Uberschussladung innerhalb der negativ geladenen Polyelektrolytschale aufweisen. Die
eigentliche Treibkraft stellt allerdings die ,,counterion release force* dar, da elektro-
statische Wechselwirkungen aufgrund der hohen lonenstirke im brush von bis 0,1 M (s.

Abb. III.1) nur eine untergeordnete Rolle spielen kénnen.
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Neben den bisher skizzierten moglichen Triebkriften der Proteinadsorption konnten zu-
sitzlich Konformationsédnderungen eine Rolle spielen. Ceslik et al. (2001) stellten fest,
dass es bei der Adsorption von Proteinen auf Silikapartikeln zu einer partiellen Entfaltung
des Proteins kommt, welche mit einem starken Entropiegewinn verbunden ist und die
treibende Kraft der Adsorption darstellt. Im Falle der Einbettung von Proteinen in eine
Matrix alternierender Schichten anionischer und kationischer Polyelektrolyten wurde
hingegen ein Erhalt der Konformation beobachtet (Schwinté ez al. 2001, 2002, Szyk et al.
2001, Mller et al. 2001).

Ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die obigen Thesen experimentell
durch systematische Untersuchung der Proteinadsorption (s. Kap. 1V.4) zu berpriifen.
Insbesondere galt die Frage zu kldren, ob Konformationsdnderungen des Proteins bei der

Einbettung in den brush einen entscheidenden Einfluss haben (s. Kap. IV.6).

I11.1.6 Theoretische Beschreibung der Proteinadsorption

In zahlreichen Studien zur Proteinadsorption wurden zur Beschreibung des Adsorptions-
grads als Funktion der Konzentration an freiem, nicht-gebundenen Protein verschiedene
Isothermenmodelle herangezogen: In zahlreichen Fillen lieferte die Langmuir-Gleichung
(Wedler 1987) eine ausgezeichnete Beschreibung der experimentellen Daten. Als
Adsorbens lagen hierbei Polystyrol-Latices (Lewis et al. 1988), Polymer-modifizierte
Oberfldchen (Rovira-Bru et al. 2001, Tong, Xue, Sun 2001, Mabhltig et al. 2001, Tanaka et
al. 2001, Bajpai et al. 2001, Hunter et al. 2001, Azioune et al. 2002) neben anderen
Substraten (Iwata et al. 1991, Geluk et al. 1992, Chatterjee et al. 2000, Tong, Sun 2001)
vor. In weiteren Arbeiten wurden modifizierte Langmuir-Gleichungen verwendet (Bowen
et al. 1993, Schaaf et al. 2000, Wertz et al. 2002). Dalmia et al. (1991) ergédnzten das
Langmuir-Gleichung beispielsweise um einen linear mit der Konzentration des freien
Proteins skalierenden Term. Einen linearen Anstieg des Adsorptionsgrads bei hoher
Proteinkonzentration konnte experimentell ebenfalls von Lee ef al. festgestellt werden
(1987). Al-Duri et al. (2000) griffen auf drei verschiedene Isothermenmodelle zuriick: So
wurde die Langmuir-Isotherme, die Redlich-Peterson-Isotherme, eine modifizierte
Langmuir-Isotherme sowie die Freundlich-Isotherme verwendet. Die Wechselwirkung von
Albumin mit Zellulose konnte ebenfalls mit einer Freundlich-Isotherme beschrieben
werden (Kotelnikova et al. 2001).

Im Falle elektrostatisch stabilisierter Polymerlatices haben Kim ef al. in einer Reihe von
Studien (Yoon et al. 1996, 1999, Lee et al. 1998, Oh et al. 2000, Choi et al. 2000, Kim et

al. 2002) die Adsorption der auch in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Proteine
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Albumin, Hamoglobin sowie Glucoamylase (s. III.1.2) auf carboxylierten bzw.
sulfonierten Polystyrol-Latices untersucht. Diese Polymerpartikel koénnen in ihrer
Morphologie mit kurzkettigen brushes verglichen werden. Die Adsorption lie sich hier in
Form von Langmuir-Freundlich-Isothermen (s. Glg. 3-12), einem Zweiparameter-Modell,
erfassen.

Experimentell konnten ebenfalls Adsorptionsisothermen beobachtet werden, bei denen ab
einem Schwellenwert der Proteinkonzentration ein erneuter Anstieg des Adsorptionsgrads
auftritt. Hierbei wurde ein zweites Plateau des Adsorptionsgrads erreicht, welches die
Maximalmenge an adsorbiertem Protein angibt. Zuriickgefiihrt wurde dieser Effekt zum
einen auf das Auftreten von Mehrschichtadsorption (Reynaud et al. 1986, Inbar et al.
1976), aber auch auf strukturelle Umordnungen insbesondere kompakter Proteinmolekiile
(Norde et al. 1978, 1986, Shirahama et al. 1985, 1989, 1991, Suzawa et al. 1982, 1983,
1991) sowie auf die Ausbildung einer zweidimensionalen Oberflichenphase, vergleichbar
einer Kondensation der Proteinmolekiile (Reynaud et al. 1986, Al-Duri et al. 2000).

]

g -

Abb. I11.10: Zweistufenmechanismus der irreversiblen Adsorption von Proteinmolekiilen (Krisdhasima et al.

1993): Zunichst stellt sich ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Adsorption und Desorption ein
(Schritt 1). Erst in einem zweiten langsameren Prozess erfolgt eine dauerhafte Anbindung an das Substrat
(Schritt 2), welche entweder durch eine Konformationsinderung oder durch das Ausbilden mehrerer

Bindungsstellen zum Substrat bewirkt wird.

Obwohl die gewihlten Modelle die Proteinadsorption teilweise ausgezeichnet beschreiben,
sind die den Modellen zugrunde liegenden Annahmen oft nicht erfiillt (Norde ez al. 1978,
1986, 1992, 1995). Insbesondere liegt bei der Proteinadsorption kein reversibles Gleich-
gewicht zwischen Adsorption und Desorption vor. Das freie, nicht-adsorbierte Protein wird
zur Bestimmung des Adsorptionsgrads abgetrennt. Bei Vorliegen eines dynamischen
Gleichgewichts misste damit eine vollstindige Desorption des Proteins einhergehen.
Zudem beschrinkt sich die Adsorption meist nicht auf bevorzugte Plitze auf der Ober-

fliche des Adsorbens. Ferner finden laterale Wechselwirkungen zwischen den Proteinen
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sowie eventuelle adsorptionsbedingte Konformationsédnderungen der Proteine keine Be-
riicksichtigung in den Adsorptionsmodellen.

Man kann die Proteinadsorption aber auch als einen Zweistufenprozess (Krisdhasima et al.
1993) betrachten, bei dem das Protein zundchst mit einer recht kurzen Kontaktzeit
reversibel an das Substrat adsorbiert, wobei es seine native Konformation weitgehend be-
hélt. In einem zweiten, langsameren Prozess wird das Proteinmolekiil irreversibel an das
Substrat, beispielsweise durch Teilentfaltung des Proteins oder durch Mehrstellen-
wechselwirkung mit dem Adsorbens gebunden (s. Abb. II1.10). Somit wiirde der zweite
Schritt einem ,,Einfrieren” des Adsorptions-/Desorptionsgleichgewichts des ersten Schritts
entsprechen und erkldren, wieso sich die Ergebnisse der aufgefiihrten Studien mittels Iso-

thermenmodellen beschreiben lassen.

Bei der Proteinadsorption auf den hier untersuchten sphérischen Polyelektrolytbiirsten
handelt es sich um keine Adsorption auf einer festen Substratoberfldche, da die Protein-
molekiile aufgrund der hohen Packungsdichte der Polyelektrolytketten nicht in direkten
Kontakt mit dem Polystyrol-Kern treten kénnen. Die Proteine adsorbieren vielmehr in
mehreren Schichten innerhalb der Polyelektrolytschale, wie in Kapitel IV.8 experimentell
mittels Rontgenkleinwinkelstreuung gezeigt werden konnte.

Proteine im Inneren des brush sollten eine stirkere Wechselwirkung mit den Poly-
elektrolytketten aufweisen, d. h. mehr Kontaktstellen ausbilden, als Proteine in der
Peripherie der Schale. Demnach sollte ein Adsorptionsmodell auf Basis einer Mono-
schichtbelegung einer Substratoberfliche wenig geeignet zur Beschreibung der Protein-
adsorption auf brushes sein. Brunauer, Emmet und Teller haben die nach den Autoren be-
nannte BET-Theorie zur Beschreibung der Adsorption von Gasen an pordsen Oberfldchen
entwickelt (Brunauer et al. 1938). In diesem Modell wird beriicksichtigt, dass eine erste
adsorbierte Schicht als mogliches Substrat fiir weitere Adsorption, beispielsweise durch
Physisorption, dienen kann. Somit wurde ein Adsorptionsmodell vorgestellt, welches
Mehrschichtenadsorption einbezieht. Es wird dabei angenommen, dass eine homogene
Oberflache des Substrats vorliegt und die Teilchen der ersten Schicht an bestimmte Plétze
der Oberfliche gebunden sind. Jedes adsorbierte Teilchen der ersten Schicht kann als
Substrat fiir Teilchen der zweiten Schicht dienen usw. Zwischen den Teilchen werden
keine horizontalen Wechselwirkungen angenommen. Teilchen der zweiten sowie héheren
Schichten verhalten sich wie in einer Fliissigkeit und besitzen somit eine Energie, die der
Kondensationsenthalpie entspricht. Teilchen der ersten Schicht weisen hingegen eine
davon verschiedene Energie auf. Weiterhin wird eine statistische Verteilung der unbe-
setzten, einfach oder mehrfach besetzten Bereiche auf der Oberfliche angenommen.

Die BET-Theorie beschreibt einen Adsorptionsvorgang im dynamischen Gleichgewicht,
d. h. nach Gleichgewichtseinstellung adsorbieren gerade so viele Molekiile wie auch
wieder desorbiert werden. Im vorliegenden Fall der Proteinadsorption auf sphérischen
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Polyelektrolytbiirsten handelt es sich jedoch um keinen Gleichgewichtsvorgang. Das
Protein ist unter den Versuchsbedingungen auf der Oberfldche fixiert und kann auch durch
mehrtagige Ultrafiltration gegen frische Pufferlosung nicht wieder desorbiert werden. Bei
den in Kapitel IV.4 vorgestellten Adsorptionsisothermen ist die irreversibel adsorbierte
Proteinmenge gegen die freie, nicht-adsorbierte Proteinmenge in Losung aufgetragen. Zur
Beschreibung dieser Isothermen wurde ein Modell gewihlt, welches zwar wie die BET-
Theorie auf der Adsorption von unabhéngigen Teilchenstapeln basiert, aber auf keiner
Gleichgewichtsiiberlegung beruht.

Bei der Ableitung des Modells wird ein Ausschnitt aus der Oberfldche betrachtet, indem
einfache und mehrfache Belegung auftreten. N; bezeichnet die Anzahl der Adsorptions-
plétze, die i Schichten tragen. Die Anzahl adsorbierter Proteine innerhalb einer Schicht ist

proportional zur Anzahl der zur Verfiigung stehenden Adsorptionsplétze N, ;.

Ni~Nii (3-1)

N;: Anzahl Adsorptionsplétze mit i Schichten
Ni;: Anzahl Adsorptionsplétze mit 7 - / Schichten

Je mehr Protein in Losung vorliegt, um so hoher ist die Wahrscheinlichkeit der Adsorption
eines Proteinmolekiils. Die Adsorptionswahrscheinlichkeit ergibt sich somit als Produkt
der Konzentration des gelosten Proteins ¢, und einer Konstante w,, in welcher die
Affinitdt des Proteins zum Substrat Ausdruck findet . Zur Vereinfachung wird ange-
nommen, dass ab der zweiten Schicht eine gleich hohe Adsorptionswahrscheinlichkeit
Waas Csor flir alle Schichten vorliegt. Lediglich fur die erste Schicht wird eine hohere
Adsorptionswahrscheinlichkeit z wyg ¢so1 (2> 1; 0 <z Wy 501 < 1) angenommen. Hier soll
die direkte Wechselwirkung zwischen Substrat und Protein Berticksichtigung finden.

Somit ergibt sich fiir die Anzahl der einfach besetzten Plitze aus der Adsorptionswahr-

scheinlichkeit z w,4 ¢5o und der Zahl der vorhandenen Adsorptionsplitze Ny:

N1 =z Wads 501 No (3'2)
bzw.
Ni =z (Wads csol)l NO (3'3)
N;: Anzahl Adsorptionsplétze mit i Schichten
Ny: Anzahl vorhandener Adsorptionsplétze
Cyol- Konzentration an freiem Protein in Lésung

Waas, 2 - Adsorptionsparameter

fiir die i-fach (i = 2, 3,...) besetzten Plitze. Die Gesamtmasse an adsorbiertem Protein 7,4,

ist proportional zur Anzahl der adsorbierten Proteinmolekiile:
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w.
Tads ~ ZZM

i=l

(3-4)

Die Masse 7,4 a, welche im Modell einer Monoschichtbelegung entspricht, ist pro-

portional zur Anzahl der Teilchenstapel an der Substratoberfliache (s. Abb. 1):

o0
Tads,M ~ z Ni

i=0

Damit ergibt sich:

00 00 .
Z i Ni z i(Wads Csal)l
T ads il i =1
= o = Z NO = -
Tads, M Z M NO + z NO z (Wads Csol)’

i=0 i=1

Nach Umformung unter Verwendung der Formeln

< i Yy < i Yy LY
>y =— und Yiy'=—— mit y = Wags Csor
il -y i=l (1-»)
erhidlt man:
T ads . Z Wads Csol
Tads, M (1 = Wads Csa/)(l = Wads Csol + Z Wads Cso/)
Tods: Masse an adsorbiertem Protein pro Gramm Latexpartikel

(3-5)

(3-6)

(3-7)

T.as M- Masse an adsorbiertem Protein pro Gramm Latexpartikel, welche einer Monoschichtbe-

legung der Modelloberfléche entspricht
Csol- Konzentration an freiem Protein in Losung

Waas, Z . Adsorptionsparameter

Ubertragen auf die Proteinadsorption in brushes ist das Modell unabhingiger Teilchen-

stapel wie folgt zu verstehen: Aufgrund der radial nach auBlen abnehmenden Segment-

dichte der Polyelektrolytketten innerhalb des brush weisen Proteine im Inneren des brush

eine stirkere Wechselwirkung mit den Polymerketten auf als Proteinmolekiile in der

Peripherie des brush. Die im Modell angenommene Oberfldche ist somit als die Anzahl der

Adsorptionspldtze zu verstehen, an denen die Proteine zahlreiche Kontakte zu den Poly-

elektrolytketten ausbilden kénnen und somit eine héhere Adsorptionsenergie aufweisen als

in den duBeren Bereichen des brush. Die radial nach aulen abnehmende Polymerdichte des

brush kommt in den einzelnen Schichten in der Modellbetrachtung zum Ausdruck. Dies ist
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im Einklang mit der dem Modell zugrundeliegenden Annahme, dass die Proteine der ersten
Schicht an bevorzugte Plitze gebunden sind. Gemittelt tiber die groBe Anzahl der zur Ver-
fiigung stehenden Adsorptionsplitze (s. Kap. IV.4), konnen diese Pldtze auch als quasi-
homogen angenommen werden. Das Fehlen lateraler Wechselwirkungen zwischen den
Proteinmolekiilen sollte ebenfalls durch die Separation der Proteinmolekiile tiber die Poly-
elektrolytketten erfiillt sein. Die radial nach auflen hin abnehmende Packungsdichte der
Polyelektrolytketten sowie deren Polydispersitit erklaren zudem, warum die Teilchen der
dulleren Schichten eine geringere Adsorptionsenergie aufweisen. Ein weiterer Kritikpunkt
war, dass eventuell auftretende Konformationsdnderungen im Modell nicht erfasst werden.
Der Frage, inwieweit Konformationsdnderungen bei der Proteinadsorption auf brushes eine

Rolle spielen, wird in Kapitel IV.6 nachgegangen werden.

Durch Fit-Anpassung der experimentellen Werte fiir 7,4, als Funktion von ¢, nach Formel
3-7 sind die Modellparameter 7,4 s, z SOWie Wags Zugénglich. 7,4, 3 entspricht im Modell
einer Monoschichtbelegung der Substratoberfliche. Im Falle der Proteinadsorption an
spharischen Polyelektrolytbiirsten kann man aber nicht von Monoschichtbelegung
sprechen. In diesem Zusammenhang ist, wie schon angesprochen, die maximal mogliche
Belegung an Proteinen zu verstehen, welche tiber mehrere Polyelektrolytketten mit dem
Substrat wechselwirken konnen und somit eine hdhere Adsorptionsenergie aufweisen als
die tibrigen in der Peripherie des brush adsorbierten Proteine. Aus 7,4, s 1dsst sich das zur

Proteinadsorption im brush zur Verfiigung stehende spezifische Volumen J berechnen:

V = Na Tads, M

(3-8)

Viror:  hydrodynamisches Volumen eines Proteinmolekiils
M,,.;;  Molmasse des Proteins
Na: Avogadro-Konstante (6,022 - 10 mol™)

z ist ein MaB fir die Energiedifferenz der direkt an das Substrat gebundenen Proteine zu

den tibrigen gebundenen Proteinmolekiilen:

Z~exp[El_E"j (3-9)
RT

E: mittlere Adsorptionsenergie der iiber mehrere Polyelektrolytketten gebundenen Proteine

E,.: mittlere Adsorptionsenergie der tibrigen Proteine

R: Gaskonstante (8,314 J K" mol™)

T: Temperatur
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Da die iiber mehrere Polyelektrolytketten mit dem Substrat wechselwirkenden Proteine
eine hohere Adsorptionsenergie aufweisen, ist z grof3er als 1.

Bisher wurde angenommen, dass die Adsorptionswidrme unabhingig vom Belegungsgrad
an Protein ist. In Anlehnung an die Freundlich-Isotherme kann dem durch Substitution von
Csor durch cm// " Rechnung getragen werden (Wedler 1987). Hierbei wird von einer
logarithmischen Abnahme der Adsorptionswirme mit der Belegung ausgegangen, welche
in der empirischen Konstante » Ausdruck findet. Somit ergibt sich:

Un
T ads Z Woads Csol
- (3-10)

Tads, M (1 = Wads Csol”n)(l = Wads Csalun + Z Wads C:oll n)

Eine derartige Modifizierung von Gleichung 3-7 war insbesondere zur Beschreibung der
Adsorption von Ribonuklease A erforderlich (s. Abb. 1V.26), welche als besonders
kompaktes Proteinmolekiil gilt (Baron et al. 1999, Servagent-Noinville et al. 2000),
wihrend im Falle von BSA als strukturell adaptivem Molekiil (Carter et al. 1994) eine
derartige Erweiterung der Gleichung nicht erforderlich war (s. Abb. IV.4).

Fiihrt man die obige Ableitung fiir eine Schicht (i = 1) durch, d. h. man schliefit Mehrfach-

belegung von Protein aus, ergibt sich aus Gleichung 3-6:

T ads _ N1 _ Z Wads Csol (3_1 1)
Tads, M NO + Nl 1 + Z Wads Csol

Bei Substitution von z w,z = K ergibt sich somit die Langmuir-Isotherme (Wedler et al.
1987):
T ads K csol

= - 3-12
Tads, M 1+ K cso ( )

bzw. bei erneuter Substitution von ¢, durch cm// " die Langmuir-Freundlich-Isotherme (Oh
et al. 2000):

T ads _ K cso'” (3 13)
Tads, M 1 + K Csol””

Somit sind die Langmuir-, die Langmuir-Freundlich- sowie die BET-Isotherme in
Gleichung 3-10 als Grenzfille enthalten. Mit dieser Gleichung war die Beschreibung der
Adsorption von sowohl flexiblen, als auch kompakten Proteinmolekiilen auf brushes unter-
schiedlicher Morphologie méglich, wie die Untersuchungen in Kapitel IV.4 zeigen.
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II1.2 Messmethoden

I1.2.1 Sekundérstrukturanalyse von Proteinen

FT-Infrarotspektroskopie

Proteine Dbesitzen mehrere charakteristische IR-Absorptionsbanden, welche auf
Schwingungen des Polypeptidgeriistes beruhen. Tabelle III.1 gibt Auskunft iiber die
wichtigsten dieser Banden.

Die hinsichtlich einer Sekundérstrukturanalyse aussagekréftigste Bande stellt die Amid-I-
Bande dar, welche hauptsichlich auf die C=0-Streckschwingung neben geringeren Bei-
tragen der C—N-Streck- sowie der C—C—N-Deformationsschwingung zuriickzufiihren ist.
Die Frequenzlage und Form der Bande hingen von der Sekundérstruktur des Proteins ab.
Dies ist damit zu erkldren, dass die C=O- und N—H-Gruppen der Proteine iiber Wasser-
stoffbriickenbindungen unmittelbar in die Ausbildung der a-Helix sowie der -Faltblatt-
Struktur involviert sind. Somit kann das Peptidriickgrat als eine Reihe gekoppelter
Oszillatoren angesehen werden. Tabelle II1.2 zeigt die den einzelnen Strukturelementen
zugehorigen Wellenzahlbereiche innerhalb der Amid-I-Bande. Zur Verdeutlichung sind in
Abbildung III.11 die FT-IR-Spektren des a-Helix-reichen Proteins Himoglobin sowie des

[B-Faltblatt-reichen Proteins Concanavalin im Bereich der Amid-I-/II-Region aufgetragen.

Tab. III.1: Zuordnung ausgewihlter Amid-Schwingungsbanden von Proteinen (entnommen aus: Winter, R.;
Noll, F.; Methoden der Biophysikalischen Chemie, B. G. Teubner Stuttgart, 1998.)

Name | Wellenzahl [cm™'] Gruppenschwingung
Amid-A 3250 - 3300 N-H-Streckschwingung in
Resonanz mit Amid-II-Oberton
Amid-I 1600 - 1700 im wesentlichen C=0O-Streckschwingung
Amid-II 1480 - 1575 N-H-Biege-/C—N-Streckschwingung
Amid-IIT 1230 - 1330 N-H-Biege-/C—N-Streckschwingung
Amid-IV 625 -770 im wesentlichen O=C—N-Streckschwingung

In den letzten zehn Jahren wurden auf dem Gebiet der Sekundérstrukturanalyse mittels
Fourier-Transform-IR-Spektroskopie (FT-IR) betrdachtliche Fortschritte erzielt. Neben
Messungen in Transmissionstechnik (Dousseau et al. 1990, Surewicz et al. 1993,
Rahmelow ef al. 1996, Fabian et al. 2000) wurde ebenfalls die Methode der ,,Attentuated
Total Reflection* (ATR), der abgeschwichten Totalreflexion (Oberg et al. 1998)

eingesetzt.
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Die tiberwiegende Zahl der FT-IR-Studien an Proteinen wurde in D,O als Losungsmittel
durchgefiihrt, um die hohe Absorption von Wasser im Bereich der Amid-I-Bande der
Proteine zu umgehen. Die hohe Sensitivitit moderner Spektrometer verbunden mit den
Fortschritten, welche im Bereich der Datenanalyse erreicht wurden, lassen heutzutage
ebenfalls ausgezeichnete Messungen in H;O zu. Zudem bringt der Einsatz von D,0O als
Losungsmittel neben dem angesprochenen Vorteil einige Nachteile mit sich: So erschwert
sich zum einen die Analyse der Amid-I’-Bande bei unvollstindigem Deuteriumaustausch
(Fabian et al. 2000, Kalnin et al. 1990). Zum anderen wurden Verinderungen des Proteins
im Vergleich zum nativen Zustand festgestellt (Kalnin ez a/. 1990). Fiir Messungen in H,O
sind kleine Schichtdicken von 6 pm erforderlich, um eine Totalabsorption durch das
Wasser auszuschlieBen (Fabian ez al. 2000). Ein quantitativer Abzug des H,O-Spektrums
von den Transmissions- bzw. Reflektionsspektren ist in diesem Fall moglich (Dousseau et
al. 1990, Surewicz et al. 1993, Rahmelow et al. 1996, Fabian et al. 2000). Infolge der
geringen Schichtdicke der Probe sind relativ hohe Proteinkonzentrationen (> 5 mg/ml) er-
forderlich.

Tab. IIL.2: Wellenzahlbereiche verschiedener Proteinkonformationen innerhalb der Amid-I-Bande (ent-
nommen aus: Winter, R.; Noll, F.; Methoden der Biophysikalischen Chemie, B. G. Teubner Stuttgart, 1998.)

Wellenzahl [cm™'] Zuordnung
1620 - 1640 B-Faltblatt
1640 - 1650 ungeordnete Strukturen
1650 - 1658 o-Helix
1660 - 1690 Schleifen
1670 - 1680 B-Faltblatt

Mehrere Ubersichtsarbeiten iiber die Ableitung der Strukturinformation aus IR-Spektren
wurden in jlngster Zeit veroffentlicht (Dousseau et al. 1990, Surewicz et al. 1993,
Rahmelow et al. 1996, Fabian et al. 2000). Ublicherweise wird die Sekundérstruktur aus
der Amid-I-Bande abgeleitet (Winter ez al. 1998). In einigen Féllen wird auch die Amid-II-
Bande miteinbezogen (Dousseau ef al. 1990). Zwei unterschiedliche Strategien haben sich
dabei herausgebildet: Zum einen wird durch Fourierentfaltung (Fourier deconvolution) die
Breite der sich iiberlappenden IR-Banden in der Amid-I-Region verringert, so dass die
einzelnen Strukturkomponenten ersichtlich werden (band narrowing oder resolution
enhancement). Derselbe Effekt ldsst sich auch tiber mehrmalige Ableitung der Spektren
erzielen. Ein wesentlicher Nachteil dieser Methode, dass sich dabei das Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis verschlechtert (Surewicz et al. 1993). Zudem wird bei der Bandenanalyse von
gleichgroBBen Extinktionskoeffizienten der einzelnen Strukturelemente ausgegangen.

29



Grundlagen und Theorie

0.030 T T T T T T T T T T T

0.025

0.020

0.015

Absorption [a. u.]

0.010

0.005

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

Wellenzahl [cm™"]

Abb. IIL.11: Infrarotspektren des helixreichen Proteins Hamoglobin (blau: 67,1 — 68,8 % a-Helix, 0 % -
Faltblatt) sowie des faltblattreichen Proteins Concanavalin A (rot: 0,9 % o-Helix, 46,2 % [3-Faltblatt laut
PDB, http://www.rcsb.org/pdb/)

Der zweite Ansatz beruht auf der Formerkennung der Bande. Diese Technik basiert auf
einer Kalbribrationsmatrix von Infrarotspektren von Proteinen bekannter Sekundéirstruktur.
Ublicherweise wird die Strukturinformation der Referenzproteine einer Proteindatenbank
entnommen, welche Rontgenstrukturdaten der Proteine enthdlt. Die sogenannte PLS-
Methode (partial least-squares, Haaland et al. 1988, Geladi ef al. 1986) hat sich gegeniiber
der klassischen Methode der ,kleinsten Fehlerquadrate® (least-squares, CLS) durchgesetzt,
da diese Methode nur eine Matrixinversion erfordert und zudem Arbeitsvektoren enthilt,
welche Linearkombinationen der Kalibrationsmatrix sind (Dousseau et al. 1990). Ferner
kann die Zahl der analysierten Strukturelemente kleiner gehalten werden als die Gesamt-
zahl der im Protein enthaltenen Merkmale, sofern die Datenbank zu jedem Element
Referenzproteine unterschiedlicher Strukturanteile bereithilt. In diesem Fall ldsst sich
jedes Element voneinander unabhingig bestimmen. Nach Dousseau und Pézolet (1990)
liefert die PLS-Methode die genauesten Resultate, wenn sowohl die Amid-I-, als auch die
Amid-II-Bande zur Analyse herangezogen werden und unter der Annahme, dass sich die
Sekundarstruktur ausschlieBlich aus folgenden vier Strukturelementen zusammensetzt:
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geordnete Helix, ,,ungeordnete” Helix, P-Faltblatt sowie undefinierte Konformations-
anteile, welche die verbliebenen Strukturanteile beinhalten. Korrelation der Rontgen-
strukturdaten mit den IR-Resultaten ergab in diesem Falle einen Absolutfehler von 4,8 %
fiir den a-Helixgehalt, 3,7 % fiir den [(-Faltblattanteil sowie 5,1 % fiir den Anteil unde-

finierter Strukturbereiche.

CD-Spektroskopie

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Sekundérstruktur von Proteinen ist die
Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie, welche eine Variante der Absorptions-
spektroskopie im UV- und VIS-Bereich des Spektrums darstellt. Der Effekt des Circular-
dichroismus (CD) beruht darauf, dass sich die Extinktionskoeffizienten fiir links und rechts
zirkular polarisiertes Licht bei optisch aktiven Probesubstanzen unterscheiden. Im Falle
von Proteinen ermdoglicht die optische Aktivitdt aufgrund der Kopplung der einzelnen
Chromophore innerhalb der einzelnen Strukturbereiche einen Zugang zur Sekundérstruktur
der Proteine. Messgrofle der CD-Spektroskopie ist die sogenannte Elliptizitit &;, welche
wie folgt definiert ist (Winter ef al. 1998):

tan & = (3-14)
Ir+ 1o
O Elliptizitt
I: Intensitit des rechts zirkular polarisierten Lichts
Ir: Intensitit des links zirkular polarisierten Lichts

Die Intensitidten sind iiber das Lambert-Beer-Gesetz (s. VI.3.7) mit den Extinktions-
koeffizienten verkniipft. Formt man die obige Definitionsgleichung entsprechend um, er-

gibt sich ndherungsweise fiir kleine Elliptizititen:

180°
Az

6 =1n 10 (61(A) - £x()) cnd (3-15)

Oy Elliptizitit

&(A):  molarer dekadischer Extinktionskoeffizient des rechts zirkular polarisierten Lichts
&(A):  molarer dekadischer Extinktionskoeffizient des links zirkular polarisierten Lichts
Cm' Konzentration des Chromophors in g cm™

d: Wegléinge des Lichts durch die Probe in dm
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Die Differenz (g1(4) - &r(A)) stellt somit die eigentliche Messgrofie der CD-Spektroskopie
dar. Nach Normierung auf Konzentration und Schichtdicke erhdlt man die spezifische
Elliptizitat:

[6:] = (3-16)

[6]:  spezifische Elliptizitit in Grad cm? dmol™
Cim' Konzentration des Chromophors in g cm™
d: Weglénge des Lichts durch die Probe in dm

Die molare Elliptizitit ist definiert als:

_ &M i
(O] 100 (3-17)

[6.],; molare Elliptizitat in Grad cm? dmol™!
[6]:  spezifische Elliptizitit in Grad cm® dmol™

M: Molmasse in g mol’!

Bei Proteinen als Molekiile mit vielen Chromophoren ist ein Bezug auf die Gesamtmasse
des Molekiils wenig sinnvoll. Man bezieht sich hier auf die mittlere Masse der Amino-

sduren des Proteins.

I11.2.2 Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Die Rontgenkleinwinkelstreuung ermdglicht einen Zugang zu Aufbau und innerer Struktur
von Latexpartikeln (Ballauff 2001). Derartige Untersuchungen wurden bereits an den hier
vorgestellten brush-Partikeln durchgefiihrt (de Robillard ez al. 2000). Weiterhin konnten
Seelenmeyer et al. (2000) iiber diese Methodik die Adsorption eines Tensids auf der
Oberflache von Polystyrol-Latexpartikeln verfolgen und aus den zugehérigen Streukurven
den Séttigungspunkt bestimmen. Aufbauend auf diesen am Polymerinstitut durchgefiihrten
Expertisen sollte ebenfalls das Adsorptionsverhalten von Proteinen auf brushes untersucht
werden. Uber die Modellierung der radialen Elektronendichteprofile an die erhaltenen
Streukurven sollten zudem Aussagen iiber den Aufenthaltsort der adsorbierten Proteine in

der brush-Schicht gewonnen werden.
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gestreute ‘ Detekt
Strahlung/y etektor

k Streuwinkel 6
0

einfallende
Strahlung

Probe

Abb. II1.12: Kinematik des Streuprozess sowie Definition des Streuvektors ¢ .

Abbildung III.12 zeigt das Prinzip eines Streuexperiments: Ein einfallender Lichtstrahl der

Wellenldnge A und einem Wellenvektor IEO trifft auf die Probe. Die Intensitit der Streu-

strahlung mit Wellenvektor &, wird unter dem Streuwinkel & gemessen. Der Streuvektor

g ist fiir den Fall elastischer Streuung definiert zu (Winter ez al. 1998):

- - 4z

e _Arm g i
q=(k —ky)= ) sm(zj (3-18)

Uber die gesamte Streuintensitit /(g,/®) in Abhingigkeit vom Impulsiibertrag #§ bzw.

im inelastischen Fall vom Energieiibertrag 7@ kann man Informationen tiber Struktur und
dynamische Eigenschaften der Probe gewinnen. Bei Strukturuntersuchungen geht man
tiblicherweise von elastischer Streuung aus (Winter ez al. 1998).

Aufgrund der Massenverhiltnisse der Atomkerne zu den Elektronen wird im Falle der
Rontgenstreuung ausschlieBlich die Wechselwirkung mit den Elektronen der Materie be-
trachtet (Glatter et al. 1983). Diese konnen als quasi-frei behandelt werden, da ihre
Bindungsenergie klein gegeniiber der Energie der Rontgenstrahlung ist. Ist die Anzahl der
Elektronen wie in den hier betrachteten Fillen sehr hoch, bedient man sich der Elektronen-

dichte p(¥) anstelle einer vektoriellen Beschreibung des Orts der Elektronen. Die

Elektronendichte ist als die Zahl der Elektronen pro Volumeneinheit am Ort 7 definiert.

Die Amplitude der Streuwelle A(g) ergibt sich als Fouriertransformierte der Elektronen-

dichteverteilung des betrachteten Objekts p(#) (Guinier ef al. 1955):
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A@G) = [p(F)expl-igF (3-19)
Vv
Die Streuintensitit /(q) ist das Betragsquadrat der Streuamplituden A4(g):

1(§) = A@)- 4@G) = [[p(F) p(7,) expl=ig(F; ~7,)dFdF, (3-20)

Bei der Beschreibung der Streuintensitdt von Teilchen in Lésung wird von zwei grund-
legenden Annahmen ausgegangen (Glatter er al. 1983): Zum einen wird ein isotropes
System angenommen, denn aufgrund der freien Rotation der Teilchen im Medium sollten
samtliche Orientierungen gleich wahrscheinlich sein. Zum anderen detektiert der Rontgen-
strahl letztlich die Exzesselektronendichte, d. h. die Differenz der Elektronendichten der
Partikel p(7) und des Mediums p,, .

Die Streuintensitét des Teilchens /(g) ergibt sich somit nach Gleichung 3-20 zu:
1) = [[leG) - p, o E) - p, lexpl=ig (7 7)) drdr, (3-21)
vV

Aufgrund der Isotropie des Systems kann die Streuintensitéit iiber sdmtliche rdumliche
Orientierungen gemittelt werden. Fiir den Phasenfaktor erhilt man hiernach:

singr
qr

(exp{-igr )=

(3-22)

Unter Einbezug des Phasenfaktors und Kugelvolumens ergibt sich nach Integration von
Gleichung 3-21 eine zentrale Beziehung der Rontgenkleinwinkelstreuung (Glatter et al.
1983):

1(g) =47 [y(r) L2 dr (3-23)
0 qr
. 1 7 singr
mit () =— [1(9)>"Lq’dg (3-24)
277 qr

Die Entwicklung der Exponentialfunktion in Gleichung 3-24 ergibt den Guinier-Bereich
fuir kleine Streuwinkel (Winter ez al. 1998):
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I(q):47rwI}/(r) 1—£+ *dr ~(An,)’ 1—q2& ~(An,)* exp —q2£ (3-25)
: o ‘ 3 ‘ 3

An,steht fiir die Anzahl der Exzesselektronen des untersuchten Objekts. Der Gyrations-
radius R, entspricht dem Trégheitsradius in der Mechanik, nur ist er anstelle der Masse

mit der lokalen Exzesselektronendichte gewichtet (Winter et al. 1998). Die Guinier-

Naherung besitzt einen Giltigkeitsbereich von gR, <<1. In der Praxis ldsst sich die
Niherung jedoch oft bis gR, <1 anwenden. Nach Gleichung 3-25 entspricht die Intensitét

der Vorwirtsstreuung bei Streuwinkel Null /(0) dem Quadrat der gemittelten Anzahl der

Exzesselektronen An, :
1(0)=(An,)’ (3-26)

Bei Kenntnis der chemischen Zusammensetzung des betrachteten Molekiils, beispielsweise
bei Proteinen in Losung, ldsst sich hiertiber analog zur klassischen statischen Lichtstreuung

das Molekulargewicht M der gelosten Spezies ermitteln (Winter et al. 1998):

I(0)=KcM, (3-27)
K: Kontrastfaktor
c: Konzentration der Probe
M, Molekulargewicht der untersuchten Spezies

Im Falle einer radialsymmetrischen Verteilung der Elektronendichte po(r) hingt die Exzess-
elektronendichte nur vom Abstand 7 ab. Nach Transformation auf Kugelkoordinaten erhilt

man eine reelle Streuamplitude A4,(g), welche nur noch vom Betrag des Streuvektors g

abhéngt:

Ay =4z [ Ap(r) T2y (3-28)
; qr

Die Streuintensitét ergibt sich unter Berticksichtigung der Teilchenzahldichte N/V zu:

Ig) = (4(@) (3-29)
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Eine zentrale Grofe der Rontgenstreuung ist der Formfaktor P(g). Er ist definiert als

Verhiltnis der Streuintensitit des Teilchens /(g) zur Vorwirtsstreuintensitdt 7(0):

_1)

P(q)= 1(0)

(3-30)

Der Formfaktor ist abhéngig von der Anordnung der einzelnen Streuzentren innerhalb des
untersuchten Teilchens und beschreibt damit die Form und innere Struktur der Teilchen.
Eine weitere wichtige GroBe ist der Strukturfaktor S(g,c). Er beriicksichtigt die Inter-
ferenzen von Streuwellen, welche von verschiedenen Teilchen ausgehen. Damit stellt er
ein MaB fur die intermolekularen Interferenzen dar. Der Strukturfaktor ist mit der Paar-
korrelationsfunktion verkniipft, welche wiederum die Wahrscheinlichkeit angibt, von
einem beliebigen Teilchen aus ein weiteres Teilchen im Abstand » anzutreffen (Winter et
al. 1998). Fur hochverdiinnte Systeme ist der Einfluss des Strukturfaktors vernachlidssigbar
(Glatter et al. 1983), da gilt:

lim S(q,¢) =1 (3-31)

Die Streuintensitdt eines Mehrteilchensystems lédsst sich in ein Produkt des Anteils der

inter- und der intrapartikuldren Interferenzen zerlegen (Glatter et al. 1983):

1(g)= %Aan(LI)S(q,C) (3-32)
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IV Allgemeiner Teil

IV.1 Synthese der Polyelektrolytbiirsten

Die Synthese der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Polystyrol/Polyelektrolyt-Kern-
Schale-Latices erfolgte nach der von Guo ef al. (1999) entwickelten Photoemulsions-
polymerisation. Dieses Verfahren erlaubt es auf einem Polystyrol-Kern enger Groenver-

teilung gezielt dicht gepackte Polyelektrolytbiirsten aufzubauen (Guo et al. 2000, 2001).

IV.1.1 Prinzip und Vorgehensweise

HMEM Acrylsidure '/‘//)/\J
HMEM erylsiure SO 22
J/_\’,-E?"

T0°C R, hv % %\\%\Q\%:&:

Abb. IV.1: Schematische Darstellung des Syntheseweges: Auf einen Polystyrol-Kern von etwa 100 nm
Durchmesser wird eine diinne Schicht des Photoinitiators (HMEM) aufpolymerisiert. Nach Zudosierung
eines wasserlgslichen Monomers (Acrylsdure oder Natriumstyrolsulfonat) wachsen nach UV-Initiierung
dicht gepackte an die Kernoberfldche angekniipfte Polymerketten auf.

Abbildung IV.1 gibt den gewdhlten Syntheseweg schematisch wieder. Zunichst wird in
einer Emulsionspolymerisation (Gilbert 1995) ein Polystyrol-Kern enger Teilchengrof3en-
verteilung hergestellt. Auf diesen wird im zweiten Schritt eine diinne Schicht des
polymerisierbaren Photoinitiators Methacrylsdure-2-[4-(2-hydroxy-2-methyl-propionyl)-
phenoxy]-ethylester (HMEM) aufpolymerisiert. Im abschlieBenden Syntheseschritt wird
ein wasserlosliches Monomer (Acrylsdure bzw. Natriumstyrolsulfonat, s. Abb. IV.2) zuge-
setzt. Durch UV-Bestrahlung werden sowohl an die Kernoberfliche chemisch gebundene
Radikale, als auch freie Radikale in Losung erzeugt (s. Abb. IV.3). Die Radikale starten
die Polymerisation des wasserloslichen Monomers in der wéssrigen Phase. Folglich bilden
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sich im gleichen Verhiltnis chemisch fixierte Polymerketten auf den Kernpartikeln sowie

freie Polymerketten in Losung.

CH,—CH

)
CH,=CH 0 |
COOH @ %Cof
SO; Na*
Acrylsiure  Natriumstyrolsulfonat HMEM

Abb. 1V.2: Monomerbausteine der Schale (Acrylsdure bzw. Natriumstyrolsulfonat) und Photoinitiator
(HMEM)

Mit dem beschriebenen Syntheseweg werden Latices mit definierter Kern-Schale-
Morphologie in einer grafting-from-Technik (Prucker et al. 1999) erhalten.

E—o IO@@+OH

hv

@—o _/—o~@»ﬁ£- + —OH

Abb. IV.3: UV-initiierter Zerfall der Photoinitiatorgruppen auf der Oberflache des Polystyrol-Kerns: Es

entstehen jeweils ein an den Kern kovalent gebundenes Radikal sowie ein freies Radikal in Losung.

Bei der Photoemulsionspolymerisation handelt es sich um eine photochemische Reaktion
in einem triiben Medium. Guo et al. (2000) konnten zeigen, dass die starke Triibung kein
Hindernis fiir die Photoinitiierung darstellt, da das einfallende UV-Licht elastisch gestreut

wird. Licht, welches nicht durch eine Photoinitiatoreinheit absorbiert wird, kann infolge
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der starken Mehrfachstreuung in der Suspension andere Kernpartikel erreichen und auf
diesen Radikale generieren (s. Abb. 1V.4).

Der gewihlte Syntheseweg ist in bezug auf Reproduzierbarkeit und eine moglichst enge
Verteilung der Teilchengrofe ideal geeignet zum Aufbau der im weiteren Verlauf be-

schriebenen Systeme mit klar definierter Kern-Schale-Morphologie.

hv
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Abb. 1V.4: Photopolymerisation im trilben Medium: Einfallende Lichtquanten, welche nicht direkt
absorbiert werden, kénnen bedingt durch die starke elastische Mehrfachstreuung in der Suspension weiter

entfernte Kernpartikel erreichen und auf diesen Radikale erzeugen (Guo et al. 2000).

IV.1.2 Synthese der PS-co-HMEM-Kernlatices

In Anlehnung an die Synthesevorschrift von Guo et al. (1999) wurden Polystyrol-Latices
mit einer Photoinitiatorschicht in einer zweistufigen Emulsionspolymerisation dargestellt.
Zunichst wurde ein reiner Polystyrol-Latex enger TeilchengréBenverteilung synthetisiert.
Um bei der Synthese Teilchen von etwa 100 nm Durchmesser zu erhalten, wurde eine ent-
sprechende Menge an Natriumdodecylsulfat (SDS) als Emulgator eingesetzt. Die Ver-
wendung des ionischen Initiators Kaliumperoxodisulfat (KPS) fithrt zu chemisch ge-
bundenen Sulfatgruppen auf der Kernoberfliche. Hieraus resultiert eine elektrostatische
Stabilisierung des Latex.

Die erste Stufe erfolgte im Batch-Prozess bei 80°C, wobei nur jeweils eine Stunde poly-
merisiert wurde. Zu diesem Zeitpunkt der Reaktion ist das Monomer Styrol noch nicht

vollstdndig zu Polystyrol umgesetzt. Die Polystyrol-Partikel sind deshalb noch etwas mit
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Styrol gequollen. Wird nun im zweiten Schritt unter langsamem Zudosieren (starved
conditions, Guo et al. 2000) der polymerisierbare Photoinitiator HMEM (Synthese s.
VI.1.2) in acetonischer Losung zugegeben (0,2 ml/min), ldsst sich eine diinne Photo-
initiatorschicht auf der Oberfliche der Polystyrol-Partikel durch Copolymerisation von
Styrol mit HMEM erzeugen. Gibt man HMEM hingegen erst nach vollstindigem Umsatz
des Styrols im ersten Reaktionsschritt zu, ist eine Aufpolymerisation der Photoinitiator-
schicht nicht mehr moglich.

Der zweite Reaktionsschritt erfolgte unter starved conditions bei 70°C um einer Neu-
teilchenbildung entgegenzuwirken. Aufgrund dieser Vorgehensweise erhilt man, bedingt
durch die oberfldchenaktiven Eigenschaften des HMEM-Molekiils, eine geschlossene Co-
polymerschicht von Styrol und HMEM auf der Oberflidche der Latexteilchen. Dies konnte
mittels Rontgenkleinwinkelstreuung nachgewiesen werden (s. Kap. 1V.8.2). Man gelangt
somit zu Latexpartikeln definierter Kern-Schale-Morphologie, die sehr enge Teilchen-
groflenverteilungen aufweisen (s. IV.2). Es wurden maximal 4 mol% HMEM eingesetzt,
da Untersuchungen von Guo et al. (1999) nahe legten, dass mit dieser Photoinitiatormenge
bereits die maximale Dichte der Polymerbiirsten auf der Kernoberflache erreicht wird. Der
Feststoffgehalt der erhaltenen ungereinigten Latices lag bei 20 Gew.-%.

Die PS-co-HMEM-Latices wurden vor der im folgenden Abschnitt beschriebenen Auf-
polymerisation der Schale mittels Ultrafiltration gereinigt (s. VI.1.6). Die zur Charakte-
risierung der Kernlatices eingesetzten Latexproben (s. IV.2) wurden gegen entionisiertes
Wasser dialysiert (s. VI.1.6).

IV.1.3 Synthese der Kern-Schale-Latices

Die Synthese der Kern-Schale-Latices erfolgte mit der in Abschnitt IV.1.1. vorgestellten
Photoemulsionspolymerisation. Es wurden zundchst mehrere PS-co-HMEM-Latices
mittels einer zweistufigen Emulsionspolymerisation dargestellt (s. IV.1.2), gereinigt und
charakterisiert (s. 1V.2). Zur Aufpolymerisation der Schale wurde das von Guo et al.
(1999) entwickelte Verfahren eingesetzt. Allerdings wurde ein neuartiges UV-Reaktions-
system (a.c.k. Enviolet Laborreaktor) eingesetzt, welches sich aus einem horizontalem UV-
Modul (500 W Hg-Mitteldruckstrahler, Wellenldngenbereich 200 — 600 nm), einer
Umwiélzpumpe und einem 3000 ml-Vorratsgefidl mit Durchflusskiihler (s. Abb. IV.5) zu-
sammensetzt. Die Reaktionsmischung wird dabei kontinuierlich in Umwélztechnik aus
dem Vorratsgefdl in das UV-Modul geleitet und gelangt nach einem Wirmeaustausch

zurtick ins Vorratsgefal3.
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Abb. IV.5: Schematischer Aufbau des zur Aufpolymerisation der Polyelektrolytschale eingesetzten UV-
Reaktors (a.c.k. Enviolet Laborreaktor)

Bei ersten Experimenten mit einer Leistung des Strahlers von 1000 W wurde zwar ein
Aufbau der Polyelektrolytschale innerhalb weniger Minuten beobachtet, allerdings fiihrte
die hohe UV-Leistung wiederum zu einem Abbau der Schale mit zunehmender Reaktions-
dauer. Abhilfe schaffte die Drosselung der UV-Leistung auf 500 W. Hiernach war auch
nach léangerer Bestrahlungsdauer der Suspension kein Abbau der Polyelektrolytschale
feststellbar.

Der Einsatz der Reaktionsapparatur ermoglichte eine Vergroferung der Reaktionsansétze
auf 2000 — 3000 ml gegeniiber einem Fixvolumen von 650 ml bei dem von Guo et al.
(1999, 2000) eingesetzten System. Zudem gewdhrleistet das System iiber eine ent-
sprechende Elektronik reproduzierbare Bestrahlungszeiten und —leistungen. In regel-
mifigen Abstinden wurde die Leistung der UV-Lampe experimentell kontrolliert (s.
VI.1.4). Die annealed und quenched brush-Systeme wurden jeweils bei einer ver-
gleichbaren UV-Leistung des Strahlers dargestellt.

Die Saatpolymerisation wurde 30 Minuten lang bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Hierzu
wurde jeweils PS-co-HMEM-Latex vorgelegt (Saat), Acrylsdure bzw. Natriumstyrol-
sulfonat zudosiert und die Reaktion durch Photoinitiierung unter UV-Licht gestartet. Der
Feststoffgehalt der PS-co-HMEM-Saat wurde zuvor auf 2,5 Gew.-% durch Verdiinnung
mit entionisiertem Wasser eingestellt. Diese Vorgehensweise verhinderte eine

Rekombination von wachsenden Kettenradikalen, welche an verschiedenen Kernpartikeln
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angekniipft sind. Dies wird durch die Form der Rontgenstreukurven in Kapitel IV.8.2 be-
legt. Die bei der Photoemulsionspolymerisation in Losung gebildeten Polyelektrolytketten
(s. IV.1.1) wurden tiiber eine intensive Reinigung der Kern-Schale-Latices mittels Ultra-
filtration (s. VI.1.6) entfernt.

80

L [nm]

0 10 20 30
Reaktionszeit [min]

Abb. 1V.6: Ausbildung der hydrodynamischen Dicke der Polyacrylsdure-Schale L von annealed brushes mit
der Reaktionszeit: Die brushes wurden ausgehend von Kernlatices unterschiedlichen Photoinitiatorgehalts
(rot: KpS12 0,5 mol% HMEM, schwarz: KpS14 2,0 mol% HMEM, blau: KpS13 4,0 mol% HMEM bezogen
auf den umgerechneten Styrolgehalt des Kerns) aufgebaut, wobei die Acrylsduremenge jeweils konstant
gehalten wurde (40 mol% wiederum bezogen auf den Styrolgehalt des Kerns). System KpS18 (griin) basiert
auf derselben PS-co-HMEM-Saat wie System KpS14. Die deutlich geringere Schalendicke ist auf die
Halbierung der eingesetzten Acrylsduremenge zuriickzufiihren.

Durch Probenentnahme wéhrend der Photoemulsionspolymerisation und Bestimmung der
hydrodynamischen Schalendicke mittels dynamischer Lichtstreuung wurde die Ausbildung
der Polyelektrolytschale auf den Saatpartikeln verfolgt. Diese Untersuchungen wurden an
ungereinigten Proben vorgenommen. Eine Ultrafiltration war aufgrund der geringen
Probemengen von 3 ml nicht moglich. Abbildung IV. 6 zeigt exemplarisch den Aufbau der
Polyelektrolytschale verschiedener annealed brushes mit zunehmender Reaktionsdauer.
Hierbei ist bereits nach zehn Minuten Reaktionsdauer eine starke Zunahme der Schalen-
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dicke zu verzeichnen. Nach 30 Minuten ist die Ausbildung der Polymerbiirsten abge-
schlossen, was sich in einem Plateau der Schalendicke dufert (s. Abb. IV.6). Damit konnte
die Reaktionszeit gegeniiber dem von Guo et al. (1999) eingesetzten Reaktorsystem von
360 Minuten auf 30 Minuten verringert werden. Dies ist auf die Erhohung der UV-
Leistung von 150 auf 500 W zurtickzufiihren.

100

Lo,

Umsatz an Acrylsaure [%]

30

Zeit [min]

Abb. IV.7: Umsatz an Acrylsdure wihrend der Photoemulsionspolymerisation: Nach einer Reaktionszeit von
30 Minuten ist die Reaktion abgeschlossen. Mit zunehmendem Photoinitiatorgehalt der Saatpartikel steigt die
maximal umgesetzte Acrylsduremenge an (rot: KpS12 0,5 mol% HMEM, schwarz: KpS14 2,0 mol%
HMEM, blau: KpS13 4,0 mol% HMEM bezogen auf den umgerechneten Styrolgehalt des Kerns).

Die Schalendicke wird von dem osmotischen Druck der Gegenionen im brush und damit
von der Konturldnge und Packungsdichte der Polyelektrolytketten bestimmt. Die Schalen-
dicke der in Abbildung IV.6 aufgefiihrten Systeme wird somit durch zwei gegenldufige
Effekte gepragt. Dies ist zum einen die Zunahme der Schalendicke mit steigendem Photo-
initiatorgehalt durch die hohere Packungsdichte der Polyacrylsdure-Ketten. Anderseits
nimmt mit steigendem Photoinitiatorgehalt des Kerns das Verhédltnis Monomer zu Photo-
initiator linear ab. Somit entstehen Ketten mit kleinerem Polymerisationsgrad. So weisen
die Systeme KpS12 und KpS13, bei deren Synthese der niedrigste und der hchste Photo-

initiatorgehalt bei gleicher Acrylsdure-Menge vorlag, eine hohere Schalendicke als das
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System KpS14, welches auf einem Kern mittleren Photoinitiatorgehalts basiert. Wird die
Monomermenge reduziert (System KpS18 in Abb. IV.6), resultiert erwartungsgemil eine
geringere Dicke der Polyelektrolytschale.

Da es sich bei Acrylsdure um eine leicht fliichtige Fliissigkeit handelt, 14sst sich zudem der
Umsatz an Acrylsdure bei der Photoemulsionspolymerisation tiber den Feststoffgehalt der
entnommenen Proben bestimmen. Bei dieser Methode wird sowohl die an die Kernpartikel
gebundene, als auch die freie Polyacrylsdure in Losung erfasst. Die erhaltenen Umsatz-
Zeit-Diagramme zeigen einen dhnlichen Verlauf wie die Zunahme der Schalendicke mit
der Reaktionszeit (s. Abb. IV.7 bzw. Abb. 1V.6). Abbildung IV.7 ist zu entnehmen, dass
die insgesamt umgesetzte Acrylsdure-Menge mit zunehmendem Photoinitiatorgehalt der
Saat ansteigt, jedoch maximal bei 80 % liegt. Bei Reduzierung der zugesetzten Acryl-
sduremenge wurde ebenfalls ein erhohter Umsatz beobachtet. Auch bei geringer
Monomerkonzentration wurde die Ausbildung der Polyelektrolytbiirsten unter unvoll-
stindigem Umsatz der Acrylsdure abgeschlossen, obwohl eine Erh6hung der Monomer-

konzentration zu einer grofBeren Schalendicke fiihrte (s. Abb. 1V.6).

Zusitzlich zu den tiber die Photoemulsionspolymerisation hergestellten brushes wurde ein
rein Oberfldchen-carboxylierter Polystyrol-Latex (Dingenouts et al. 1994) synthetisiert (s.
VI.1.5). Die Synthese des Latex PSAA erfolgte in einer Emulsionspolymerisation, wobei
dem Reaktionsansatz 5 mol% Acrylsdure bezogen auf die Styrolmenge zugesetzt wurden.
Die erhaltene Dispersion soll im weiteren Verlauf als Referenzsystem fiir oberflichen-
modifizierte Systeme dienen, um die Proteinadsorption an derartigen Systemen im Ver-

gleich zu ausgedehnten Polyelektrolytbiirsten untersuchen zu kénnen (s. Kap. 1V.4).

IV.2 Charakterisierung der Polyelektrolytbiirsten

Die Charakterisierung der brushes erfolgte sowohl direkt an den gereinigten Kern-Schale-
Teilchen, als auch auf der Stufe des gereinigten Kernlatex. Teilchengrofen und
Teilchengroflenverteilungen wurden mittels Scheibenzentrifugation (DCP), Transmissions-
elektronenmikroskopie (TEM) und dynamischer Lichtstreuung (DLS) erhalten.

Die Kenntnis der Feststoffdichte der Latexpartikel in Suspension war fiir die in Kapitel
IV.8.2 beschriebene Analyse der Teilchenmorphologie der Systeme mittels Rontgenklein-
winkelstreuung sowie fiir die Scheibenzentrifugation erforderlich. Uber die Teilchendichte
lasst sich der Feststoffgehalt der Suspension in Gew.-% in eine Konzentration in g/ml um-
rechnen. Hierzu wurden jeweils Konzentrationsreihen der Latices erstellt und die Dichten
der Proben iiber ein Schwingzeitmessgerit (Paar DMA-602, s. VI.3.13) bei 25°C ermittelt.
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Abbildung IV.8 zeigt exemplarisch die erhaltenen Dichten eines PS-Latex, eines PS-co-
HMEM-Latex sowie von Kern-Schale-Systemen in Abhéngigkeit der Konzentration. Die
erhaltenen Messwerte wurden einer lineareren Regression unterzogen. Aus der Steigung
der Regressionsgeraden und der Dichte des Dispersionsmediums lésst sich die Feststoft-
dichte der Latexteilchen pr in Losung berechnen. Die Teilchendichte des PS-Latex K3
betrug 1,050 g/cm3 + 0,005 g/cm3. Die Teilchendichte der PS-co-HMEM-Latices Kp13
und Kp19 von 1,054 g/cm’ + 0,005 g/cm’ entspricht dem Literaturwert der Feststoffdichte
von Polystyrol (Brandrup et al. 1975).
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Abb. IV.8: Konzentrationsabhingigkeit der Dichte des PS-Latex K3 (griin), des PS-co-HMEM-Latex Kp13
(schwarz) sowie des annealed brush KpS14 (rot) und des quenched brush KpSS2 (blau). Die durchge-
zogenen Linien entsprechen einer Anpassung der Werte iiber lineare Regression.

Zur Untersuchung der TeilchengroBenverteilungen der Kernlatices wurden die gereinigten
Suspensionen mit einer Scheibenzentrifuge (s. VI.3.3) untersucht. Diese Analysenmethode
ermoglichte einen schnellen Zugang zu den GroBenverteilungen der Latexpartikel
unmittelbar nach der Synthese und war daher ein wichtiges Kontrollinstrument zur
Beurteilung der Qualitidt der Kern-Dispersionen. Da die Methode auf der Sedimentation
der Partikel im Zentrifugalfeld beruht, ist zur Ermittelung der absoluten GroBen des

Teilchendurchmessers die Partikeldichte erforderlich. Hierzu wurden die obigen Werte
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herangezogen. Abbildung IV.10 zeigt eine typische TeilchengroBenverteilung eines
derartigen Systems. In Tabelle IV.1 sind die mittleren Teilchendurchmesser sdmtlicher PS-
und PS-co-HMEM-Latices sowie des carboxylierten PS-Latex PSAA aufgefiihrt. Die
Polydispersitidt von maximal 1,02 weist auf sehr enge Verteilung der Teilchengr6Ben hin.
Es ergibt sich zudem im Rahmen des jeweiligen Messfehlers der Methoden eine gute

Ubereinstimmung zu den mittels DLS erhaltenen Teilchendimensionen.

Tab. IV.1: Mittels DCP bestimmte mittlere Teilchendurchmesser (d,: Zahlenmittel, d,,: Gewichtsmittel, dpcs:
Mittel der Photonenkorrelationsspektroskopie) und Polydispersitit der Teilchengrofle der einzelnen PS- und
PS-co-HMEM-Dispersionen sowie des carboxylierten PS-Latex PSAA. Zum Vergleich sind die bei den
DLS-Messungen erhaltenen TeilchengroBen aufgefiihrt.

DCP DLS
Latex
d, [nm] | d, [nm] |dpcs[nm] | P=d,/d, | dpcs [nm]
K3 96 97 98 1,010 101
K4 95 96 98 1,011 97
K6 99 101 102 1,020 111
Kpll 94 95 96 1,011 101
Kpl2 96 97 98 1,010 101
Kpl3 99 100 101 1,010 101
Kpl4 99 101 102 1,020 103
Kpl6 98 100 101 1,020 100
Kp19 118 120 122 1,017 111
PSAA 106 108 110 1,019 109

Eine Bestimmung der TeilchengroBenverteilungen der Kern-Schale-Systeme tiiber die
Scheibenzentrifugation war nicht moglich, da die Partikel bedingt durch die volumindse
Polyelektrolytschale nur eine geringe Neigung zur Sedimentation zeigten. Dies ist darauf
zuriickfiihren, dass das Dispersionsmedium in der Polymerschale immobilisiert vorliegt
(Deike et al. 2001). Somit gleicht sich die hydrodynamisch effektive Dichte des Teilchens
der des Dispersionsmediums an. Derselbe Effekt fiihrt dazu, dass mittels dynamischer
Lichtstreuung bestimmte Teilchengroflen mit viskosimetrischen Resultaten im Bereich
niedriger Scherraten {ibereinstimmen (Marra et al. 2003, Deike et al. 2001).

Zur Erginzung der Untersuchungen mittels DCP an den Kernlatices wurden elektronen-
mikroskopische Aufnahmen an einem Transmissionselektronenmikroskop (Hitachi H7)
angefertigt (s. VI.3.4). Man erhélt bei diesem Verfahren zweidimensionale Bilder der
Latexpartikel. Die linke Aufnahme in Abbildung IV.9 zeigt Teilchen des PS-co-HMEM-
Latex Kpl13. Es ist dabei deutlich die runde Gestalt und die enge GroBenverteilung der
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Latexpartikel zu erkennen. Der Aufnahme ist weiterhin zu entnehmen, dass bei der Auf-

polymerisation der Photoinitiatorschicht keine Neuteilchenbildung eintritt.

200 nm
i

Abb. IV.9: Elektronenmikroskopische Aufnahmen; links: PS-co-HMEM-Kern Kp13, rechts: carboxylierter
PS-Latex PSAA. Beide Aufnahmen wurden mit 42000facher Vergroferung aufgenommen.
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Abb. 1V.10: Zahlenverteilungen der TeilchengroBen des PS-co-HMEM-Latex Kp13; Histogramm: TEM
(1242 Teilchen ausgezihlt), durchgezogene Linie: DCP.
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Mittels eines mechanischen Teilchengrofenzéhlers (Carl Zeiss TGZ3) wurde fiir die Kern-
latices die zugehorige TeilchengroBenverteilung ermittelt. Die hierbei erhaltene Poly-
dispersitidt von 1,010 bestitigt die enge GroBenverteilung der Latexpartikel. Abbildung
IV.10 fasst die mittels TEM und DCP erhaltenen GroBenverteilungen der Teilchen des PS-
co-HMEM-Latex Kpl13 zusammen. Der Fehler der mittels TEM und DCP bestimmten
Teilchengroflen liegt jeweils bei etwa 5 % (s. VI.4). Die tiber beide Methoden erhaltenen
mittleren Teilchengrofen und dazugehorigen Polydispersitéiten zeigen in Anbetracht dieses
Fehlers eine gute Ubereinstimmung (s. Tab. IV.2).

Bedingt durch die enge GroBenverteilung der Kernpartikel werden nach der Auf-
polymerisation der dicht gepackten Polyelektrolytbiirsten wiederum Teilchen mit einer
engen GroBenverteilung erhalten. Dies wird durch die Form der Rontgenkleinwinkelstreu-
kurven in Kapitel I'V.8.2 bestétigt.

Eine direkte Auflosung der Polyelektrolytschale tiber TEM ist nicht moglich, da die Schale
im Hochvakuum entweder zu einer diinnen Schicht auf der Oberfliche des Kerns
komprimiert wird oder sich gar im Elektronenstrahl zersetzt. In einer Kooperation mit dem
Institut fiir Nanotechnologie (INT) des Forschungszentrums Karlsruhe gelang es jedoch die
Polyelektrolytschale mittels AFM nachzuweisen (Mei et al. 2003).

Tab. IV.2: Mittlere TeilchengréBen und Teilchengrofenverteilungen des PS-co-HMEM-Kern Kpl3: Ver-
gleich der mittels TEM und DCP erhaltenen Ergebnisse (d,: Zahlenmittel, d,: Gewichtsmittel, P: Poly-
dispersitit der Teilchengréfe).

Latex Kp13 TEM DCP

d, [nm] 100 99
d,, [nm] 101 100
P=d,/d, 1,010 1,010

Die Untersuchungen mittels DCP (s. Tab. IV.1) und TEM (s. Abb. IV.9) zeigen zudem,
dass der an der Partikeloberfldche carboxylierte PS-Latex PSAA ebenfalls eine enge Ver-
teilung mit einer mittleren TeilchengroBe vergleichbar den Kernpartikeln aufweist. Dieses
System konnte somit als Modellsystem herangezogen werden, um der Frage nachzugehen,
inwieweit sich dicht gepackte Polyelektrolytbiirsten im Vergleich zu rein oberflachen-

modifizierten Systemen beziiglich der Proteinadsorption unterscheiden (s. IV.4 bzw. IV.5).

Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung wurde die hydrodynamische Dicke der tiber die
Photoemulsionspolymerisation aufgebauten Polyelektrolytschale in 10 mM MES-Puffer
(pH 6,1) bestimmt (s. Tab. IV.3). Abbildung IV.11 zeigt anhand des annealed brush
KpS13 die Abhidngigkeit der Dicke der Polyelektrolytschale L von der Fremdsalz-

konzentration c,. Bei niedriger lonenstirke liegen die Ketten stark gestreckt vor. Dies ist
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auf den osmotischen Druck der Gegenionen innerhalb des brush zuriickzufithren (Guo et
al. 2000). Setzt man jedoch Fremdsalz hinzu, resultiert ein markanter Riickgang der
Schalendicke. Eine Betrachtung der lonenstirke im brush c;, welche sich nach einer
Theorie von Hariharan ef al. (1998) als Funktion der dulleren lonenstirke ¢, berechnen
lasst (s. Abb. IV.11), verdeutlicht dies. Bei etwa 0,1 M Ionenstirke gleicht sich die
Ionenstirke im brush der dulleren lonenstirke an. Die Schalendicke wird nunmehr wie im
Falle eines neutralen Systems durch die sterische Repulsion der Polymerketten unter-

einander bestimmt.
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Abb. IV.11: Einfluss der Ionenstirke auf die brush-Schicht: Die roten Quadrate zeigen die Abnahme der
hydrodynamischen Dicke der Polyelektrolytschale L des annealed brush KpS13 als Funktion der dufleren
Ionenstirke c,. Die Messungen wurden in 10 mM MES-Puffer (pH 6,1) durchgefiihrt, wobei der Puffer-
16sung jeweils definierte Mengen an Natriumchlorid zugesetzt wurden. Zusitzlich ist der Verlauf der
Ionenstérke innerhalb der Polyelektrolytschicht ¢, (blaue Kreise) aufgetragen.

Die auf den Kernpartikeln kovalent gebundenen Photoinitiatoreinheiten zerfallen in jeweils
zwei Radikale, welche die Bildung von auf den Kernpartikeln angekniipften wie freien
Polyelektrolytketten in Losung initiieren (vgl. Abb. IV.3). Daher mussten nach der
Synthese die freien Polyelektrolytketten in einer intensiven Ultrafiltration (s. VI.1.6) gegen

entionisiertes Wasser aus der Suspension entfernt werden. Im Falle der quenched brushes
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wurde dieser Reinigungsschritt zur Bestimmung des Massenverhéltnis von Polystyrol zu
Polystyrolsulfonat der Partikel genutzt. Hierzu wurde der Feststoffgehalt der Suspension
vor und nach der Ultrafiltration bestimmt (s. VI.3.1) und eine Massenbilanz aufgestellt.
Ausgehend von einem relativen Fehler des Feststoffgehalts von 0,4 % und unter Be-
ricksichtigung von Einwaagefehlern und Massenverlusten bei Synthese und Reinigung

ergibt sich ein relativer Fehler des Massenverhéltnisses (mx/ms) von 5 %.

Tab. IV.3: Charakterisierung der annealed brushes (KpS12 — KpS21), der quenched brushes (KpSS1,
KpSS2) sowie des carboxylierten PS-Latex (PSAA): Kernradius R, hydrodynamische Dicke der PAA-Schale
in 10 mM MES Puffer (pH 6,1) Ly;zs, Massenzusammensetzung der Teilchen mig/mg (my: Masse des PS-co-
HMEM-Kerns, mg: Masse der PAA- bzw. PSS-Schale), Feststoffdichte der Partikel in Losung pr.

Latex | R[nm] |Lygs[nm]| mi/ms | pr[g/em’]
KpS12 50 71 12,7 -
KpS13 50 62 8,1 1,103
KpS14 50 54 9.4 1,082
KpS15 50 93 9,2 1,084
KpS18 50 12 15,0 -
KpS21 56 38 12,0 1,088
KpSS1 56 57 2,7 1,136
KpSS2 | 36 95 21 1,180
PSAA 55 - 114,4 1,063

Bei den aus Polyacrylsdureketten aufgebauten annealed brushes wurde aufgrund des
wesentlich geringeren Molekulargewichts von Acrylsdure gegeniiber Natriumstyrol-
sulfonat ein anderes Verfahren gewéhlt. Die Massenzusammensetzung der PS/PAA-Kern-
Schale-Latices wurde iiber eine konduktometrische Titration der Carboxylgruppen (s.
VIL.3.2) bestimmt. Der relative Fehler dieser Methodik liegt bei 4 %. Die erhaltenen
Massenzusammensetzungen der annealed und der quenched brushes sind in Tabelle IV.3
zusammengestellt. Zwischen 29 — 52 % des eingesetzten Monomers wurden zum Aufbau
der Polyelektrolytschale genutzt. In Analogie zum Gesamtumsatz an Acrylsdure wihrend
der Reaktion (s. Abb. IV.7) nimmt der Anteil der in die Schale eingebauten Acrylsédure mit
steigendem Photoinitiatorgehalt des Kerns und sinkender Monomerkonzentration zu.

Die Anzahl der Carboxylgruppen auf der Oberfliche des carboxylierten PS-Latex PSAA
wurde ebenfalls tiber eine konduktometrische Titration bestimmt. Es ergab sich eine
Massenzusammensetzung von Polystyrol zu eingebauten Acrylsduremonomeren von 114
zu 1, womit sich das System klar von den annealed brushes mit ausgedehnter PAA-Schale
unterscheidet (s. Tab. IV.3). Umgerechnet auf die Oberflache der 109 nm groBen Teilchen
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ergibt sich eine Ladungsdichte von 22 pC/cm? bei vollstindiger Dissoziation der Carboxyl-
gruppen.

Guo et al. (1999) entwickelten eine Methode zur Abspaltung der Polyelektrolytketten vom
PS-Kern. Diese macht sich zunutze, dass das Photoinitiatormolekiil (s. Abb. IV.2), welches
nun als Ankergruppe der Polyelektrolytketten an den Kern fungiert, eine Esterbindung auf-
weist. Die Hydrolyse der Esterbindung erfolgt in Gegenwart von 2 M Natronlauge bei
120°C und einer Reaktionsdauer von 15 Tagen (Guo et al. 1999). Nach Aufarbeitung und
Reinigung (s. VI.1.7) der abgespaltenen Polyelektrolytketten wurden iiber Gel-
permeationschromatographie (GPC) die Molekulargewichtsverteilungen, der bei der
Photoemulsionspolymerisation gebildeten Polyelektrolytketten erhalten (s. Abb. 1V.12).
Die Polydispersitit der Ketten, welche als Verhéltnis des Gewichtsmittels zum Zahlen-
mittel der Molmasse definiert ist, liegt in einer typischen Grofenordung fiir eine
radikalische Polymerisation (s. Tab. IV.4). Aus dem Gewichtsmittel der Molmasse M,,
lasst sich die Konturlinge der Polyelektrolytketten berechnen (Guo et al. 1999, 2000).
Unter Einbezug der Massenzusammensetzung der Partikel (s. Tab. IV.3) ist zudem die
Ankniipfungsdichte der Ketten an die Kernoberfliche o zugénglich (s. Tab. IV .4).

Massenanteil / d(log Molekulargewicht)

1 T N N B | 1 1 [ N A A TR T N A
10* 10° 10
log (Molekulargewicht)

Abb. 1V.12: Mittels GPC erhaltene Verteilungen des Molekulargewichts der von den annealed brushes
KpS13 (blau) und KpS14 (rot) abgespaltenen Polyacrylatketten (Natriumsalz).
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Tab. IV.4: Charakterisierung der PS/PAA-Kern-Schale-Latices KpS13 und KpS14: Kernradius R, Zahlen-
mittel der PAA-Ketten (Natriumsalz) M,, Gewichtsmittel der PAA-Ketten (Natriumsalz) M, Polydispersitit
der Ketten PD, Konturlinge der PAA-Ketten L., hydrodynamische Dicke der PAA-Schale in 10 mM MES
Pufter (pH 6,1) Lygzs, Ankniipfungsdichte der PAA-Ketten auf der Kernoberflache o

Latex R [nm] M, M, PD = MW/MVI L. [nm] Lyes [nm] O'[Ill’n_z]
KpS13 50 13600 | 30000 2,2 79 62 0,13
KpS14 50 11300 | 20000 1,7 51 54 0,13

Die Verteilung der Polyacrylsdureketten des Systems KpS13 weist im Vergleich zum
System KpS14 eine Schulter im Bereich hoherer Molekulargewichte auf (s. Abb. IV.12).
Dies ist wahrscheinlich auf eine Rekombination von auf den Kernpartikeln aufwachsenden
Kettenradialen mit freien Kettenradikalen in Losung zu erkldren. Hierauf ist auch die
hohere Schalendicke des Systems KpS13 im Vergleich zum Latex KpS14 (s. Tab. IV .4)
zuriickzufiihren. Dies weist wiederum darauf hin, dass die mittels DLS gemessene hydro-
dynamische brush-Dicke durch die ldngsten Polyelektrolytketten bestimmt wird. Daher
kann diese zum Teil hohere Werte annehmen, als die aus dem Gewichtsmittel berechnete
Konturlidnge der Polyelektrolytketten L. (s. Tab. IV.4).

IV.3 Analyse der Proteinchargen

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten Proteine wurden in Kapitel I11.1.2 im
einzelnen vorgestellt. Bei der Auswahl der Proteinchargen (s. Tab. VI.6) wurde darauf ge-
achtet, dass keine Fremdsalzzusétze enthalten waren. Hierdurch konnte ein diesbeztiglicher
Einfluss auf das Adsorptionsverhalten der Proteine ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus
wurden die Proteine in lyophilisierter oder zumindest mehrfach kristallisierter Form be-
zogen. Zur Uberpriifung der Reinheit der Proteinchargen wurde eine Probe jeder Charge
mittels Gelelektrophorese auf Fremdproteine untersucht. Um hierbei moglichst aussage-
kréftige Informationen zu bekommen, wurden mehrere Techniken eingesetzt.

Die sogenannte SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) basiert auf der Auf-
trennung denaturierter Proteine nach ihrer molekularen Masse (Winter e al. 1998). Hierzu
wurden wissrige Losungen der Proteinproben unter Zusatz des anionischen Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) auf 100°C erhitzt. Zum Aufbrechen der Disulfidbriicken der
Proteinmolekiile wurde Dithiothreitol zugesetzt. Die Detergenzmolekiile ummanteln die
durch die Hitzebehandlung denaturierten Polypeptidketten. Dadurch bilden sich elongierte
Micellen aus (Winter et al. 1998), wobei die Zahl der gebundenen SDS-Molekiile
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proportional zum Molekulargewicht der Polypeptide ist. Die Ladung der Aminoséurereste
in der Micelle wird durch die SDS-Schicht abgeschirmt. Daher werden die Polypeptid-
ketten im elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Molekular-
gewichtsbestimmung erfolgt durch Vergleich der Laufstrecke relativ zu der eines Markers.
Hierzu wurde ein Gemisch aus sieben verschiedenen Proteinen bekannter Molmasse (Roth
Roti-Mark Standard) eingesetzt.

; 200 kDa — —

119 kDa —_— b

e Saupase | 60kDa | W= p— » |
q 43kDa | W= L
20 kDa — —

— —

~— 14,5 kDa % — -
la 2a 3a 4a 5a 1b 2b 3b 4b 5b 6b 7b 8b 9b 10b

Abb. 1V.13: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE): Abb. links: la) Marker, 2a) BSA
(Sigma), 3a) FITC-BSA, 4a) BSA (Fluka), 5a) Dansyl-BSA2; Abb. rechts: 1b) Marker, 2b) Himoglobin, 3b)
Myoglobin, 4b) -Lactoglobulin, 5b) a-Amylase, 6b) Lysozym, 7b) Ribonuklease A, 8b, 9b) Glucoamylase
(unterschiedl. Konz.), 10b) Marker

Zur Auswertung des Gellaufs wurde nach Anfarbung der Proteinbanden (s. V1.3.6.1) der
dekadische Logarithmus des Molekulargewichts der Markerbanden gegen den zugehdrigen
RrWert (Laufstrecke Proteinbande zur Gesamtstrecke) aufgetragen. Es erwies sich dabei
als vorteilhaft, wenn ausschlieB3lich die drei Markerbanden einbezogen wurden, die der zu
untersuchenden Bande am nichsten lagen. Das Molekulargewicht (s. Tab. IV.5) wurde

tiber die Anpassung eines Polynoms zweiten Grades an die Markerbanden erhalten.

Erginzend zur SDS-PAGE wurden die Proteine einer nativen Gelelektrophorese unter-
zogen (s. VI.3.6.2). Diese Untersuchung sollte dariiber Aufschluss geben, ob mehrere
Formen bzw. Oligomere des Proteins vorliegen. Diese Untersuchung ist qualitativer Natur,
da die Proteine kein konstantes Ladungs-zu-Oberflichenverhéltnis aufweisen. Daher ist ein

quantitativer Vergleich verschiedener Proteinspezies tiber einen Marker nicht moglich.
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Tab. IV.5: Mittels SDS-PAGE (s. Abb. IV.13) ermittelte Molekulargewichte der einzelnen Proteinchargen

. Molekulargewicht [kDa] Literaturwert
Protein -
Monomer Dimer [g/mo]]
BSA, Sigma 63 125 66,3 "
FITC-BSA 67 132 70,2 2
BSA, Fluka 62 126 66,3
Dansyl-BSA2 62 126 66,5°
Himoglobin 13, 14 28, 30 64,0 ° (Tetramer)
Myoglobin 16 36 17,8°
B-Lactoglobulin 17 - 18,4 * (Monomer)
a-Amylase 27 53 55> (Dimer)
Lysozym 14 - 14,6 ©
Ribonuklease A 17 - 13,77
Glucoamylase 73, 186 - -

1) Giancola et al. 1997, 2) berechnete Werte, 3) Lvov et al. 1996, 4) Brownlov et al. 1997,
5) Ludikhuyze et al. 1997, 6) Arai et al. 1990, 7) Chatani et al. 2001

la 2a 3a 4a 1b 2b 3b 4b Sb 6b 7b 8b 9b 10b
Abb. IV.14: Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Native PAGE): Abb. links: 1a) BSA (Sigma), 2a)
FITC-BSA, 3a) BSA (Fluka), 4a) Dansyl-BSA2; Abb. rechts: 1b, 2b) Hdmoglobin, 3b, 4b) Myoglobin, 5b,
6b) B-Lactoglobulin, 7b, 8b) a-Amylase, 9b, 10b) Glucoamylase ( jeweils unterschiedl. Konz.)

Neben den beschriebenen Verfahren wurde zudem eine isoelektrische Fokussierung auf
einem Polyacrylamidgel durchgefiihrt (s. V1.3.6.3). Hierbei stand neben der Frage der
Reinheit vor allem die genaue Bestimmung des isoelektrischen Punkts der Proteine im

Vordergrund. Entsprechende Literaturwerte weisen eine relativ hohe Bandbreite von
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teilweise iiber einer pH-Einheit auf. Die isoelektrische Fokussierung macht sich zunutze,
dass sich Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen Zusammensetzung aus sauren und
basischen Resten elektrophoretisch auftrennen lassen (Winter ez al. 1998). Zuvor wird iiber
ein Gemisch von Polyampholyten im Gel ein pH-Gradient aufgebaut. An der Stelle des
Gels, an dem der pH-Wert dem isoelektrischen Punkt des Proteins entspricht, geht dessen
elektrophoretische Beweglichkeit gegen Null, da das Protein hier keine Nettoladung auf-
weist. Proteingemische werden daher nach ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennt. Die
quantitative Auswertung erfolgte wiederum tiber einen Marker (Serva IEF Markers 3-10).
Hierzu wurden die isoelektrischen Punkte der Markerproteine gegen ihren R~Wert aufge-
tragen. Uber die erhaltene Eichkurve, welche iiber ein Polynom 6. Grades angepasst

wurde, wurden die isoelektrischen Punkte der untersuchten Proteinspezies bestimmt.
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Abb. I1V.15: Isoelektrische Fokussierung (IEF): 1) Marker, 2) BSA (Sigma), 3) FITC-BSA, 4) BSA (Fluka),
5) Dansyl-BSA2, 6) Hamoglobin, 7) Myoglobin, 8) B-Lactoglobulin, 9) Lysozym, 10, 11) Glucoamylase
(unterschiedl. Konz.), 12) FITC-BSA

Die Ergebnisse der einzelnen Versuche sind in den Abbildungen IV.13 — IV.16 sowie den

Tabellen IV.5 und IV.6 zusammengefasst und sollen nun im folgenden diskutiert werden:
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BSA

Bei den Adsorptionsversuchen wurde ausschlieBlich Fettsdure-freies BSA (Sigma) einge-
setzt. Fettsdure-freie BSA-Priparationen neigen zur Dimerisierung in Losung. So kénnen
bis zu 20 % des Proteins als Dimer vorliegen (Carter et al. 1994). Die native PAGE weist
in Kombination mit der SDS-PAGE bei samtlichen eingesetzten BSA-Priparationen nur
auf einen geringen Anteil an dimeren Proteinmolekiilen hin (s. Abb. IV.13 und IV.14).
Neben der monomeren und der dimeren Form des Proteins sind die Chargen frei von
Fremdprotein. Der experimentell erhaltene isoelektrische Punkt stimmt mit dem
Literaturwert tiberein (s. Tab. IV.6).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine BSA-Charge (Fluka) mit Dansylfluorophoren
markiert (s. VI.3.10). Das Protein ldsst im Vergleich zum Ausgangsprotein keinerlei mit
der Gelelektrophorese detektierbare Anderungen der physikalischen Eigenschaften er-
kennen (s. Tab. IV.5 u. IV.6). Diese Beobachtung scheint auf den vergleichsweise geringen
Markierungsgrad von 1,4 Dansylgruppen pro Proteinmolekiil zurtickzufiihren sein.

Das bereits fluoreszenzmarkiert bezogene FITC-BSA (Sigma) weist hingegen einen
Markierungsgrad von durchschnittlich 10 Fluorophoren pro Protein auf. Diese scheinen in
statistischer Verteilung an die BSA-Molekiile gebunden zu sein, wie die diskreten Banden
bei der isoelektrischen Fokussierung hinweisen (s. Abb. IV.15). Jede Anbindung eines
Fluorophors an eine Aminogruppe der Lysinreste fithrt zu einem Riickgang der basischen
Reste des Proteins und damit zu einer Erniedrigung des isoelektrischen Punkts. Mittels
SDS-PAGE ist zudem die Erh6hung des Molekulargewichts durch die Fluorophore fest-
stellbar (s. Tab. IV.5).

BLG

Im Falle von BLG ist sowohl bei der nativen (s. Abb. IV.14), wie bei der isoelektrischen
Fokussierung (s. Abb. IV.15) die Auftrennung der Proteinprobe in eine Doppelbande zu
erkennen. Diese ldsst sich auf die genetischen Varianten A und B des Proteins zuriick-
fithren (Tilley ef al. 1960). In der Aminosduresequenz des monomeren f-Lactoglobulin B
sind gegeniiber (-Lactoglobulin A jeweils ein Asparginsdure- und ein Valin-Baustein
durch Glycin und Alanin ersetzt (Valkonen et al. 2000). Da sich beide Spezies somit
lediglich an zwei Aminosdureresten unterscheiden, ist eine Auftrennung nach dem
Molekulargewicht nicht moglich (s. Abb. IV.13). Das bei der SDS-PAGE erhaltene
Molekulargewicht entspricht zudem der Masse des monomeren Proteins (Tilley et al
1960), obwohl das native Protein zwischen pH 3 und 7 als Dimer vorliegt (Lyster et al.
1972). Bei der Probenpriparation unter denaturierenden Bedingungen scheint somit eine
vollstandige Spaltung des Dimers zu erfolgen. Diese Beobachtung wurde auch bei fritheren
elektrophoretischen Studien gemacht (Tilley ez al. 1960).
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RNase A

RNase A ldsst sich wie Lysozym als unter den Versuchsbedingungen (s. V1.3.6.2) positiv
geladenes Protein nicht mittels der nativen PAGE untersuchen. Die bei den anderen Ver-
fahren erhaltene Molmasse des Proteins (s. Tab. IV.5) sowie der isoclektrische Punkt (s.
Tab. IV.6) zeigen eine ausgezeichnete Ubereinstimmung mit Literaturwerten. Insbesondere
lassen die Experimente darauf schlieen, dass die Charge frei von Fremdprotein ist.
Letzteres ist insbesondere fiir die Entfaltungs-/Riickfaltungsexperimente (s. IV.6.2) von
zentraler Bedeutung.
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Abb. IV.16: Isoelektrische Fokussierung (IEF): 1) Marker, 2) o-Amylase, 3) Ribonuklease A, 4) B-Lacto-
globulin, 5) Glucoamylase, 6) Marker, 7) o-Amylase, 8) Ribonuklease A

Weitere Proteine
Da die Proteine Himoglobin, Myoglobin, Lysozym, a-Amylase sowie Glucoamylase eher
eine untergeordnete Rolle in der vorliegenden Arbeit spielen, soll hierbei nur auf die

wesentlichsten Punkte eingegangen werden.
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Natives Hamoglobin liegt als tetrameres Protein vor (Lunelli et al. 1994). Nach der Hitze-
behandlung unter reduzierenden Bedingungen bei der SDS-PAGE war jedoch aus-
schlieBlich das Monomer neben einem geringen Anteil des Dimers nachweisbar (s. Abb.
IV.13 bzw. Tab. IV.5). Zudem traten jeweils geringfiigig aufgetrennte Doppelbanden bei
der SDS-PAGE auf, was auf verschiedene genetische Varianten hindeutet, welche sich in
den Globineinheiten unterscheiden (R6mpp 1997).

Tab. IV.6: Isoelektrische Punkt pl der untersuchten Proteine: Die Werte wurden aus den IEF-Gelen in
Abbildung IV.15 und IV.16 iiber eine Eichkurve der Markerproteine ermittelt.

Protein pl (Experiment) pl (Literatur)
BSA, Sigma 5,1 51"
FITC-BSA 45-5,0 -
BSA, Fluka 5,0 51"

Dansyl-BSA2 5,0 -
Himoglobin 7,5 (6,9; 7,2) 6,8~
Myoglobin 7,7 (7,5;7,9) 7,0°
B-Lactoglobulin 5,1;5,2 51;52°
a-Amylase 5,1;5,2(5,1;5,4; 5,8: 7,5) 4,6-53"%
Lysozym 10,5 11°
Ribonuklease A 9,2 9,6°
Glucoamylase 3,5(3,3; 3,6) 3,5°

1) Cantarero et al. 1980, 2) Lvov et al. 1996, 3) Klostergaard et al. 1957, 4) Ludikhuyze ef al.
1997, 5) Tanford et al. 1956, 6) Wenisch et al. 1993

Im Falle von Myoglobin, welches im Gegensatz zu Hémoglobin in der Natur als
monomeres Protein vorkommt (Rompp 1997) sowie Lysozym ergab sich bei den
Experimenten eine gute Ubereinstimmung von Molekulargewicht und isoelektrischem
Punkt mit Literaturwerten (s. Tab. IV.5 bzw. IV.6).

Bei kommerziell erhiltlicher a-Amylase von Bacillus subtilis wurden mehrere
isoenzymatische Formen festgestellt (Ludikhuyze et al. 1997), welche sich bei der
isoelektrischen Fokussierung auftrennen lieen (s. Abb. IV.16). Bei der Bande mit pI 7,5
scheint es sich zudem um eine geringfiigige Verunreinigung der Charge zu handeln (s.
Tab. IV.6). Nach thermischer Denaturierung zeigte sich bei der SDS-PAGE neben der
Bande mit Molekulargewicht 53 kDa eine weitere von 27 kDa. Die Hitzebehandlung fiihrt
in diesem Fall nur zur einer teilweisen Spaltung der dimeren Form des Proteins in
Monomere (Ludikhuyze et al. 1997).

Glucoamylase wurde als einzige Proteincharge vor Verwendung einer Reinigung unter-
zogen (s. VI.2.1), da die Charge neben Puffersubstanzen nur 47 % Protein enthielt. Das

58



Allgemeiner Teil

von Aspergillus niger gewonnene Protein besteht aus einem katalytischen und einem
Starke bindenden Zentrum, welche tiber einen Polypeptidspacer verbunden sind (Aleshin
et al. 1994, Sorimachi et al. 1997). An das Verbindungsstiick kann eine unterschiedliche
Anzahl von Glykosidresten gebunden sein. Zum anderen kann bei einem Teil des Proteins
das Stirke bindende Zentrum fehlen (Christensen et al. 1999). Die bei der SDS-PAGE
beobachteten Spezies von 73 kDa sowie 186 kDa (s. Tab. IV.5) lassen sich daher nur
schwer einordnen. Die native PAGE deutet ebenfalls auf mindestens zwei Spezies hin (s.
Abb. IV.14). Die isoelektrische Fokussierung zeigt eine Hauptbande bei pl 3,5 sowie zwei
Banden im selben Bereich (s. Abb. IV.16 bzw. Tab. 1V.6).

Die elektrophoretischen Untersuchungen bestitigten somit, dass die kommerziell be-
zogenen Proteinchargen frei von Fremdproteinen sind. Dariiber hinaus konnte iiber die
Analyse der Sekundirstruktur (s. IV.6.1.1) gezeigt werden, dass die Proteine nativ vor-
liegen. Die Proteinchargen erfiillen somit die fiir die weiteren Experimente notwendigen

Anforderungen.

IV.4 Proteinadsorption auf annealed und quenched brushes

Erste Experimente lieen auf eine aulergewohnlich hohe Affinitit des Proteins BSA zu
annealed brushes schlieen. Aus diesem Grunde bot sich BSA als Modellprotein zur
systematischen Untersuchung der Proteinadsorption auf diesen Systemen an.

Das experimentelle Vorgehen bei der Untersuchung der Proteinadsorption wurde in
Kapitel I11.1.4 ndher erldutert. Abbildung I'V.17 gibt den Adsorptionsgrad als Funktion des
freien, nicht-gebundenen BSA in Losung fiir die verschiedenen annealed brush-Systeme
(s. Tab. IV.3) wieder. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen (vgl. Kap. I11.1.6), dass die
gezeigten Adsorptionsisothermen keinen Gleichgewichtsvorgang beschreiben. Es wird
vielmehr der Adsorptionsgrad nach Abtrennung des freien Proteins dargestellt.

Zur theoretischen Beschreibung der erhaltenen Adsorptionsisothermen wurde zunéchst
eine Fit-Anpassung nach Gleichung 3-10 durchgefiihrt. Diese lieferte eine ausgezeichnete
Beschreibung der Daten. Fiir den Adsorptionsparameter », welcher ein Mal} fiir die Ab-
hiangigkeit der Adsorptionswirme vom Belegungsgrad darstellt (s. Kap. I11.1.6), ergaben
sich Werte von 0,9 — 1,1. Somit ist die Adsorptionswérme unabhéngig von der Belegung
fiir das flexible Protein BSA. Diese Beobachtung konnte ebenfalls bei der Adsorption auf
quenched brushes gemacht werden. Im folgenden wurde im Falle der Adsorption von BSA
auf brushes daher generell eine Fit-Anpassung nach Gleichung 3-7 (» = 1) durchgefiihrt.
Abbildung V.17 zeigt die hierbei erhaltenen Fitkurven, Tabelle IV.7 gibt die zugehorigen
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Modellparameter wieder. Das in Kapitel II1.1.6 vorgestellte Adsorptionsmodell liefert eine
hervorragende Beschreibung der experimentellen Ergebnisse (s. Abb. [V.17).
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Abb. TV.17: Adsorption von BSA auf annealed brushes unterschiedlicher Morphologie in 10 mM MES-
Puffer (pH 6,1): Als Trigersysteme dienten die PS/PAA-Kern-Schale-Latices KpS15 (blau), KpS14 (rot),
KpS13 (schwarz) und KpS18 (griin). Die annealed brushes kénnen gegeniiber einem an der Partikelober-
fliche carboxylierten Polystyrol-Latex PSAA (blau, offene Symbole) eine mehrfache Menge an Protein
binden. Die Linien entsprechen einer Fit-Anpassung der Werte nach Gleichung 3-7 (annealed brushes) bzw.
3-10 (PSAA).

Eine genaue Interpretation der bei den einzelnen annealed brush-Systemen erhaltenen
Adsorptionsgrade ist schwierig, da der Autbau der brushes neben der brush-Dicke L und
der Packungsdichte o ebenfalls von der Verteilung der Konturlingen L. der Poly-
elektrolytketten abhéngt. Dennoch ist bei Systemen deutlich unterschiedlicher brush-Dicke
L (s. Tab. IV.3) eine Zunahme des Adsorptionsgrads (KpS18 < KpS14 < KpS15) mit
steigender Ausdehnung der Polyelektrolytschale zu erkennen. Das Problem den
experimentell festgestellten Adsorptionsgrad aus der mittleren Konturlinge und der
Packungsdichte der Polyelektrolytketten des Systems abzuleiten, soll anhand der Latices
KpS13 und KpS14 verdeutlicht werden: Beide Systeme weisen eine vergleichbare

Packungsdichte der Polyacrylsdureketten o auf. Allerdings ist die brush-Dicke der KpS13-
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Partikel um 8 nm hoher. Somit wéren hier leicht hohere Adsorptionsgrade zu vermuten.
Experimentell wurde jedoch die gegenteilige Beobachtung gemacht (Abb. 1V.17). Dies
lasst sich bei Betrachtung der Moleklargewichtsverteilungen der Polacrylsdureketten er-
klaren (s. Abb. IV.12). Die Verteilung der von KpS13-Partikeln abgespaltenen Ketten
weist eine Schulter im Bereich hoherer Kettenlédnge auf, was zu der beobachteten Er-
hohung der brush-Dicke fiihrt, aber gleichzeitig eine Verringerung der Packungsdichte der
Ketten in den duBleren Bereichen des brush fiihrt. Eine hohere Packungsdichte, welche
nicht zwangsldufig zu sterischer Hinderung fiihrt, sollte eine stiarkere Wechselwirkung des
Proteins mit den Polyelektrolytketten zur Folge haben. Somit ergibt sich bei geringer
Proteinkonzentration zunéchst eine héhere Affinitdt des Proteins hinsichtlich des Systems
KpS14. Bei erhohter freier Proteinkonzentration scheint jedoch ebenfalls eine Belegung
der weniger dicht gepackten AuBenbereiche des brush einzusetzen, was zu einer An-
gleichung der beiden Adsorptionsisothermen fiihrt (s. Abb. IV.17).

Tab. IV.7: Adsorptionsparameter aus der Fit-Anpassung der Daten in Abb. IV.17 nach Gleichung 3-7 (n = 1)
bzw. 3-10 (PSAA): Die Werte fiir 7,4 ), belegen das hohe Bindungsvermogen der annealed brushes an BSA.
Der erhaltene Wert fiir das System PSAA entspricht hingegen einer Monoschichtbelegung der Partikelober-
fliche. Zudem ist aus dem Wert fiir » von 0,59 eine logarithmischen Abnahme der Adsorptionswérme mit
der Belegung und damit indirekt die hohe Packungsdichte des Proteins in der Monoschicht abzulesen. Der
Kernradius R und die hydrodynamische brush-Dicke Lygs in 10 mM MES-Puffer (pH 6,1) sind zur

Charakterisierung der einzelnen Systeme angegeben.

Latex | R [nm] | Lags [nm] | 7,4 1 [mg/g TP] z Wads [ml/mg] n
KpS13 50 62 680 + 40 71+9 0,09 £ 0,01 1
KpS14 50 54 770 + 60 280+£70 | 0,07+0,02 1
KpS15 50 93 1020 £ 90 260+£90 | 0,04 £0,02 1
KpS18 50 12 390 + 50 120+ 40 | 0,05 £ 0,03 1
PSAA 55 - 140 + 20 — © -0 0,59 £ 0,08

Besonders auffillig sind die hoheren Bindekapazititen an Protein der annealed brushes im
Vergleich zum Oberflichen-carboxylierten Polystyrol-Latex PSAA (s. Abb. IV.17). Fiir
das letztere System ist lediglich eine Belegung der Oberfldche der kompakten Teilchen zu
erwarten. Die spezifische Oberfliche der Teilchen betrigt 52 m%g. Aus dem Stokes-
Radius von BSA (3,61 nm, Kulkarni e al. 1970) ergibt sich ein Platzbedarf eines Protein-
molekiils von 41 nm®. Zur Monoschichtbelegung von einem Gramm Partikel wiren damit
142 mg BSA erforderlich. Dieser Wert stimmt mit dem experimentell fiir 7,4, 1s erhaltenen
Wert von 140 mg (s. Tab. IV.7) tiberein. Zudem wurde fiir dieses Systems eine Ab-
hiangigkeit der Adsorptionswéirme vom Belegungsgrad festgestellt (n < 1). Dies spricht fiir

eine hohe Packungsdichte der Proteine, wie es fiir eine zweidimensionale Anordnung in
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einer Schicht zu erwarten wire. Entsprechende Beobachtungen wurden auch von Oh et al.
(2000) im Falle der Adsorption von BSA auf sulfonierten Polystyrol-Latices gemacht. Die
Autoren haben n auf 0,5 gesetzt und eine ausgezeichnete Beschreibung des Adsorptions-
grads mit Hilfe der Langmuir-Freundlich-Isotherme erhalten, welche ebenfalls in dem hier
vorgestellten Modell als Grenzfall enthalten ist (s. Kap. I11.1.6).

Da die PSAA-Latexpartikel anndhernd denselben Durchmesser wie die Polystyrol-Kerne
der brushes aufweisen, kann der um ein Mehrfaches hohere Belegungsgrad im Falle der
brushes nicht durch eine Belegung des Polystyrol-Kerns erkldrt werden. Zudem sind die
Polyelektrolytketten auf der Oberflache typischerweise im Abstand von 2 nm angekniipft,
womit eine Belegung der Polystyrol-Oberflache mit den 7,2 nm (Kulkarni et al. 1970)
groflen Molekiilen schon rein aus sterischen Griinden ausgeschlossen ist. Folglich lassen
sich die experimentellen Beobachtungen nur tiber die Ausbildung mehrerer Schichten von
Proteinmolekiilen innerhalb des brush erkldren. Diese Annahme lie3 sich mittels Rontgen-

kleinwinkelstreuung experimentell bestétigen (s. Kap. IV.8).

V4.1 Einfluss der Pufferkonzentration

Abbildung IV.18 gibt die Ergebnisse fiir die Adsorption von BSA auf einem annealed
brush-System wieder, welche bei unterschiedlichen Pufferkonzentrationen aber
konstantem pH-Wert erhalten wurden. Der Adsorptionsgrad bei einer MES-Konzentration
von 10 mM liegt dabei stets unter den bei 50 mM erhaltenen Werten. Diese Beobachtung
kann - wie im folgenden Abschnitt beschrieben - auf die Erhohung der lonenstéirke
zuriickgefiihrt werden.

Vergleicht man die zugehorigen Ergebnisse der Fit-Anpassung (s. Tab. IV.8) miteinander,
erkennt man eine Halbierung des Wertes fiir 7,4, a bei der Verfiinffachung der Puffer-
konzentration. Zudem nimmt ebenfalls die Bindungsstirke der stdrker mit den Poly-
elektrolytketten wechselwirkenden Proteinanteile im Vergleich zu den in der Peripherie
des brush gebundenen Proteine ab, was in dem Parameter z Ausdruck findet. Im Bereich
hoher Konzentration an freiem Protein ist bei hoherer Pufferkonzentration eine besonders
starke Zunahme des Belegungsgrads festzustellen (s. Abb. IV.18). Dies kann dadurch
erklart werden, dass nach Auffiillung der bevorzugten Adsorptionsplitze zunehmend
dullere Schichten des brush besetzt werden. Diese erlauben keine allzu starke Anbindung
an das Substrat, da nur eine Wechselwirkung mit einzelnen Polyelektrolytketten moglich
ist. Dennoch ist diese zu beobachten aufgrund der abnehmenden Protein-Protein-
AbstoBung bei Erhohung der Pufferkonzentration und damit der lonenstirke.
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Abb. IV.18: Adsorption von BSA auf dem annealed brush KpS13 bei unterschiedlicher MES-Puffer-
konzentration (pH 6,1): Bei Erhohung der Pufferkonzentration von 10 mM (blau) auf 50 mM (rot) zeigt sich
ein deutlich geringer Belegungsgrad. Erst im Bereich hoher freier Proteinkonzentration zeigt sich eine starke
Zunahme des Adsorptionsgrads, welche durch eine Mehrschichtenadsorption in den dufleren Bereichen des
brush erklart werden kann. Die Linien entsprechen einer Fit-Anpassung der Werte nach Gleichung 3-7.

1v.4.2 Einfluss der lonenstirke — annealed brushes

Die Abhéngigkeit des Adsorptionsgrads von der Ionenstérke ist ein zentraler Punkt bei der
Untersuchung der Triebkrifte der Proteinadsorption auf brushes (vgl. Kap. IIL.1.5).
Allgemein sollte Proteinadsorption mit steigender Fremdsalzkonzentration zunehmen.
Aufgrund des Abschirmungseffekts wird sowohl die AbstoBung zwischen Protein und
gleichnamig geladenen Substrat, als auch die AbstoBung zwischen den Proteinen unter-
einander verringert. Ist allerdings die Adsorption auf die ,,counterion release force* in
Verbindung mit einem niedrigeren pH-Wert innerhalb des brush (s. Kap. I11.1.5) zurtickzu-
fithren, sollte ein gegenteiliger Effekt beobachtet werden. Der Entropiegewinn durch die
Freisetzung zahlreicher Gegenionen von brush und Protein ist im Bereich des

»osmotischen Limits* maximal (s. Kap. III.1.5) und nimmt mit steigender Fremdsalz-
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konzentration ab. Nach Ubergang in den salted brush, d. h. bei Ionenstirken iiber 0,1 M,
gleichen sich lonenstdrke und pH-Wert im brush den @uBleren Verhiltnissen an, wodurch

die ,,counterion release force* aufgehoben wird.
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Abb. IV.19: Adsorptionsgrad von BSA auf dem annealed brush KpS13 bei unterschiedlicher lonenstérke als
Funktion der zugesetzten Proteinkonzentration c,4;: Die Experimente wurden in 10 mM MES-Pufferlgsungen
(pH 6,1) durchgefiihrt, welche sich in der zugesetzten NaCl-Konzentration unterscheiden (dunkelblau: 0 mM,
rot: 25 mM, schwarz: 50 mM, griin: 100 mM, hellblau: 150 mM). Im Bereich des osmotic brush (kreis-
formige Symbole) ist eine hohe Proteinadsorption zu verzeichnen, wihrend nach Ubergang in den salted

brush (Dreiecke) nur geringe Belegungsgrade erzielt werden konnen.

Zur experimentellen Uberpriifung der obigen These wurden Adsorptionsversuche am
annealed brush KpS13 in 10 mM MES Puffer (pH 6,1) ohne und mit unterschiedlichen
Zusidtzen an Natriumchlorid durchgefiihrt. Die Ionenstidrke der reinen Pufferlosung ohne
Natriumchlorid-Zusatz (10 mM MES) wurde mit 7 mM gering gehalten, um den Einfluss
der Fremdsalzkonzentration besser studieren zu konnen. Wie dem in Abbildung IV.21
dargestellten Experiment zu entnehmen ist, gehen die KpS13-Partikel bei einer dufleren
Ionenstirke von 100 mM vom osmotic in den salted brush iiber. Wie erwartet ist im
Bereich des osmotic brush eine hohe Proteinadsorption zu verzeichnen (s. Abb. IV.19 bzw.
IV.20). Da auch die Ionenstirke innerhalb eines langkettigen brush ¢, (s. Abb. II1.1) nicht
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iiber den gesamten ,,osmotischen* Bereich konstant ist, zeigt sich bereits bei lonenstirken
zwischen 10 - 60 mM ein signifikanter Riickgang des Adsorptionsgrades bei Fremdsalzzu-
gabe. Bei weiterer Erhohung der Ionenstdrke auf etwa 100 mM erfolgt eine sprunghafte
Abnahme des Adsorptionsgrads. So ist bei einer lonenstirke von 107 mM (100 mM NaCl-
Zusatz) nur eine geringe BSA-Adsorption festzustellen, da die Trigerpartikel als salted
brush vorliegen.
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Abb. IV.20: Adsorptionsisothermen von BSA auf dem annealed brush KpS13 bei unterschiedlicher
Ionenstéirke (Werte aus Abb. IV.19 entnommen): Die Experimente wurden in 10 mM MES-Pufferlosungen
(pH 6,1) durchgefiihrt, welche sich in der zugesetzten NaCl-Konzentration unterscheiden (dunkelblau: 0 mM,
rot: 25 mM, schwarz: 50 mM, griin: 100 mM, hellblau: 150 mM). Im Bereich des osmotic brush (kreis-
formige Symbole) zeigt das Protein eine hohe Affinitit zu den brushes. Nach Ubergang in den salted brush
(Dreiecke) verbleibt das Protein hingegen iiberwiegend in Losung. Die Linien entsprechen einer Fit-An-
passung der Werte nach Gleichung 3-7.

Folglich bestdtigt der Verlauf des Adsorptionsgrades mit der lonenstirke die in Kapitel
II1.1.5 aufgestellte These, dass die Proteinadsorption in der ,,counterion release force be-
griindet liegt, welche im fremdsalzfreien Zustand (,,osmotisches Limit™) am stédrksten ist.
Der Riickgang des Adsorptionsgrads und der Bindungsstirke an die annealed brushes mit

65



Allgemeiner Teil

zunehmendem Salzzusatz lassen sich quantitativ in den Werten fiir 7,4 1 bzw. z verfolgen
(Tab. IV.8).

Bei einer Betrachtung der Adsorptionsisothermen bei niedriger &duBerer lonenstirke (s.
Abb. 1V.20) fillt dariiber hinaus auf, dass mit zunehmender Ionenstirke eine erhohte Zu-
nahme des Adsorptionsgrades im Bereich hoher freier Proteinkonzentration erfolgt. Dieser
Effekt konnte auch im vorherigen Abschnitt bei einer Erhéhung der Pufferkonzentration
beobachtet werden. Da die direkte Bindungsstédrke an das Substrat bei einer Erhhung der
Ionenstirke abnimmt, resultiert bei niedriger Proteinkonzentration — wie oben diskutiert -
eine Absenkung des Adsorptionsgrads. Allerdings wird bei Erhohung der lonenstirke
ebenfalls die elektrostatische Abstoung zwischen dem Gesamtprotein und dem Substrat
sowie zwischen den Proteinen untereinander reduziert. Bedingt durch eine hohe
Konzentration an freiem Protein kann somit eine zusitzliche Adsorption von Protein aus-
gelost werden, welches allerdings eine wesentliche schwichere Bindung an die brushes
aufweist. Das in Kapitel III.1.6 vorgestellte Adsorptionsmodell beriicksichtigt ausdriicklich
unterschiedlich stark gebundene Proteinfraktionen. Hierin liegt letztlich auch die hervor-

ragende theoretische Beschreibung der Adsorptionsisothermen in Abb. V.20 begriindet.

Tab. 1V.8: Adsorptionsparameter aus der Fit-Anpassung der Daten in Abb. IV.18, IV.20 und IV.23 nach
Gleichung 3-7 (n = 1): Die Werte fiir 7,4 ) belegen die Abnahme des Adsorptionsgrads auf den KpS13-
Partikel (annealed brush) mit steigender Ionenstirke. Die Abnahme des Parameters z zeigt zudem, dass
parallel hierzu die Bindungsstirke abnimmt. Zusétzlich sind Vergleichswerte bei hoherer Pufferkonzentration
(50 mM MES) sowie fiir den quenched brush KpSS2 aufgefiihrt.

Konz. MES, | NaCl-Konz. Tods. M z W ads
Latex '
pH [mM] [mg/g TP] [ml/mg]

KpS13 10 mM, pH 6,1 0 680+ 40 71+£9 0,09 £ 0,02
KpS13 10 mM, pH 6,1 25 400 £+ 60 40+10 0,17+ 0,03
KpS13 10 mM, pH 6,1 50 250+ 20 4+1 0,161 £ 0,004
KpS13 10 mM, pH 6,1 100 180 £ 90 5+£1 0,03 £ 0,02
KpS13 10 mM, pH 6,1 150 70 £20 I1£5 0,04 + 0,02
KpS13 | 50 mM, pH 6,1 0 300+40 | 10+3 0,17 40,01
KpSS2 | 10 mM, pH 6,1 100 770 £ 20 140 + 20 0,17+ 0,01
KpSS2 | 10 mM, pH 6,1 500 300 £ 10 57+9 0,25+ 0,01

In den bisherigen Uberlegungen wurde dem Schrumpfen des brush bei Erhohung der
Ionenstirke nur unzureichend Rechnung getragen. Daher soll dies an dieser Stelle nachge-
holt werden. Uber 7,4, v (s. Tab. IV.8) und die brush-Dicke L der unbeladenen Teilchen (s.
Abb. IV.11) bei der jeweiligen Ionenstirke ist der Volumenbruch des Proteins innerhalb
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des brush ¢psy s zuginglich. Diese Berechnung ist moglich, da sich die brush-Dicke

wihrend der Adsorption nicht verdndert (s. Kap. IV.8). Abbildung IV.21 ist eine lineare
Abnahme von 7,4, » und @gsy, s mit der logarithmierten &duBeren lonenstirke ¢, zu ent-
nehmen. Somit erscheint es sogar moglich den Adsorptionsgrad eines brush durch einfache
scaling-Modelle abzuschitzen. Da insbesondere im Bereich des osmotic brush kein Plateau

in ¢gsy s vorliegt, ldsst sich der Riickgang des Adsorptionsgrades keineswegs aus-
schlieBlich tiber den Riickgang des brush-Volumen erkléren.
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Abb. IV.21: Abhdngigkeit des charakteristischen Belegungsgrads 7, » (blau) sowie des Volumenbruchs

von adsorbiertem BSA innerhalb des brush ¢gsy ¢ (rot) als Funktion der dufleren Ionenstirke c,. Zur Auf-

stellung eines simplen scaling-Modells wurden die Daten einer linearen Regression unterzogen.

V.43 Einfluss der lonenstédrke — quenched brushes

Die bisher beschriebenen Adsorptionsversuche wurden an annealed brushes aus Polyacryl-
sdure in MES-Puffer mit einem Pufferpunkt von 6,1 durchgefiihrt. Zwar weist Abbildung

II1.6 auf eine nahezu vollstindige Dissoziation der Polyacrylsdure-Ketten bei diesem pH-
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Wert hin, doch befindet man sich erst zu Beginn des Plateaus maximaler Schalendicke.
Zudem wird die hydrodynamische Schalendicke von den lidngsten Polyelektrolytketten
gepriagt. Deshalb bleibt letztlich die Frage offen, wie stark teilweise undissoziierte

Carboxylgruppen das Adsorptionsvermdgen des brush herabzusetzen verméogen.
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Abb. 1V.22: Adsorptionsgrad von BSA auf dem quenched brush KpSS2 (Dreiecke) bei unterschiedlicher
Ionenstirke als Funktion der zugesetzten Proteinkonzentration c,.;: Die Experimente wurden in 10 mM
MES-Pufferlosungen (pH 6,1) durchgefiihrt, welche sich in der zugesetzten NaCl-Konzentration unter-
scheiden (dunkelblau: 0 mM, rot: 50 mM, schwarz: 100 mM, griin: 500 mM). Zum Vergleich wurde zu-
sdtzlich eine Adsorptionskurve von BSA auf dem annealed brush KpS13 (kreisformige Symbole) aufge-
tragen, welche bei einer NaCl-Konzentration von 100 mM erhalten wurde. Der Riickgang des Adsorptions-
grades bei Erhohung der Ionenstirke ist aufgrund der hoheren Affinitdt des Proteins zu quenched brushes

weniger ausgepragt als bei annealed brushes.

Bei einem quenched brush hingegen liegen die Polyelektrolytketten unabhéngig von pH-
Wert stets vollstandig dissoziiert vor. Damit ist auch die brush-Dicke unabhingig von pH-
Einflissen. Bei einem aus Polystyrolsulfonat als starkem Polyelektrolyten gebildeten
System sollte der pH-Wert im Inneren des brush somit gegeniiber der &duBeren Losung
stiarker abgesenkt sein als im Falle des schwachen Elektrolyten Polyacrylsdure. Ent-

sprechend ist auch die osmotische Aktivitit der Gegenionen der Polyelektrolytketten
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geringer. Beides sollte gemdB den in Kapitel III.1.5 diskutierten Triebkréiften des
Adsorptionsprozess zu einem stirkeren Proteinbindungsvermoégen der quenched brushes
fiihren. Zudem ist Polystyrolsulfonat wesentlich hydrophober als Polyacrylsdure, was

hydrophobe Wechselwirkungen mit den Proteinen hervorrufen kénnte.
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Abb. 1V.23: Adsorptionsisothermen von BSA auf dem quenched brush KpSS2 bei unterschiedlicher
Ionenstédrke (Werte aus Abb. IV.22 entnommen): Die Experimente wurden in 10 mM MES-Pufferlésungen
(pH 6,1) durchgefiihrt, welche sich in der zugesetzten NaCl-Konzentration unterscheiden (dunkelblau:
100 mM, rot: 500 mM). Ein Vergleich mit der Adsorptionsisotherme von BSA auf dem annealed brush
KpS13 (kreisférmige Symbole: 100 mM NaCl) zeigt, dass die Adsorption des Proteins auf den beiden brush-
Typen bei gleicher duBlerer Ionenstirke in unterschiedlichen Konzentrationsbereichen an freiem Protein
ablduft. Die daraus resultierenden hoheren Belegungsgrade bestitigen die hohere Affinitét des Proteins zu
quenched brushes. Die Linien entsprechen einer Fit-Anpassung der Werte nach Gleichung 3-7 (Fitparameter
s. Tab. IV.8).

Hierzu wurde die Wechselwirkung von BSA mit dem PS/PAA-Latex KpSS2 in Abhéngig-
keit der Ionenstirke untersucht. Eine ndhere Untersuchung zur Affinitdt weiterer Proteine
zu quenched brushes folgt weiter unten. Abbildung V.23 fasst die erhaltenen Ergebnisse
zusammen. Im Bereich des osmotic brush bei geringer dullerer lonenstirke ist nur eine
geringe Abhédngigkeit des erhaltenen Adsorptionsgrads von der Ionenstirke festzustellen.
Bis zu einer Zugabemenge von 800 mg BSA pro 1000 mg Trégerpartikel wird das Protein
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nahezu vollstdndig adsorptiv gebunden. Ein direkter quantitativer Vergleich zum annealed
brush KpS13 ist aufgrund der unterschiedlichen Morphologie der beiden brushes nicht
moglich. Dennoch sind die beobachteten Unterschiede im Adsorptionsgrad in einer
GroBenordnung, dass sie keinesfalls tiber die unterschiedlichen Liangen und Packungs-
dichten der Polyelektrolytketten erkldrt werden konnten.

Die Proteinbindung an den quenched brush erscheint somit wie erwartet wesentlich starker
als bei dem annealed brush-System gleicher lonenstirke (vgl. Abb. IV.19 bzw. Abb.
IV.20). Bei den vorliegenden Experimenten wurden bis zu 1550 mg Protein pro Gramm
Latexpartikel gebunden. Allerdings fithrte die Anbindung derartig grofer Proteinmengen
zu einem deutlichen Riickgang an elektrostatischer Stabilisierung der Latexpartikel, was
sich bei hoher konzentrierten Dispersionen teilweise in einem Ausflocken der Partikel be-
merkbar machte. Aufgrund des hohen Adsorptionsgrads von BSA an quenched brush-
Systemen, was zu einer niedrigen Konzentration an freiem Protein in Losung fithrt, sind
entsprechende Adsorptionsisothermen deutlich schwieriger zugénglich. So ergaben sich
erst bei einem Salzzusatz von mindestens 100 mM Natriumchlorid quantitativ
modellierbare Isothermen ohne allzu starke Abweichungen der Werte von der Fitkurve (s.
Abb. 1V.23). Dabei ist deutlich zu erkennen, dass System KpSS2 auch Proteinadsorption
bei hoheren Ionenstirken zuldsst. Zum einen erfolgt hier der Ubergang zum salted brush
aufgrund der hoheren Ladung des Systems wahrscheinlich bei hoherer lonenstirke. Die
eigentliche Ursache diirften allerdings hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den
Polystyrolsulfonatketten und hydrophoben Bereichen des Proteins sein, zumal dies die
beobachtete Adsorption im Bereich des salted brush erkliren wiirde. Ein weiterer
Erklarungsansatz wéren Strukturdnderungen des Proteins bedingt durch den niedrigen pH-
Wert innerhalb des quenched brush. So wurden beispielsweise bei der Wechselwirkung
von BSA mit quenched brushes stirkere Strukturinderungen beobachtet als im Falle von
annealed brushes (s. Kap. IV.6.1.3).

V.44 Einfluss des pH-Wertes

BSA besitzt einen isoelektrischen Punkt von 5,1 (Cantarero et al. 1980). An diesem Punkt
wirkt das Protein nach auBlen elektrisch neutral, d.h. die Anzahl positiv und negativ
geladener patches entsprechen sich an diesem Punkt. Somit wére hier der hochste
Adsorptionsgrad zu erwarten, da keine elektrostatische Abstolung zwischen Trigersystem
und Gesamtprotein und auch zwischen den Proteinen untereinander vorliegt. Zur ndheren
Untersuchung der pH-Abhéngigkeit des Adsorptionsgrades wurden entsprechende

Experimente an einen annealed brush in 10 mM Acetatpuffer bei pH 4,0 sowie in 10 mM
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MES-Puffer bei pH 5,1, 6,1 und 7,2 durchgefiihrt. Die lonenstirke wurde durch Zusatz
entsprechender Mengen an Natriumchlorid zur Pufferlosung jeweils auf 12 mM eingestellt.
Bei pH 4,0 ist das Protein positiv geladen, die brush-Partikel aber negativ. Somit wire aus
elektrostatischen Griinden ein hoher Adsorptionsgrad zu vermuten. Allerdings war die
experimentell beobachtete Wechselwirkung derart stark, dass ein sofortiges Ausflocken der
Latexpartikel nach Proteinzugabe auftrat. Stabile BSA-beladene Dispersionen lieBen sich
nur erhalten, wenn das Protein ebenfalls negativ oder zumindest nach auBlen neutral
geladen war (pH 2 pl).
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Abb. 1V.24: Adsorptionsisothermen von BSA auf dem annealed brush KpS14 bei konstanter Ionenstirke
(12 mM) aber unterschiedlichen pH-Werten (blau: pH 5,1, rot: pH 6,1, schwarz: pH 7,2): Bei pH-Werten
oberhalb des isoelektrischen Punkts des Proteins (pI = 5,1; Cantarero et al. 1980) resultieren geringere
Belegungsgrade aufgrund der zunehmenden elektrostatischen AbstoBung zwischen Protein und Substrat
sowie den Proteinen untereinander. Die Linien entsprechen wiederum einer Fit-Anpassung der Werte nach
Gleichung 3-7.

Die am bzw. oberhalb des isoelektrischen Punktes erhaltenen Adsorptionsisothermen (s.
Abb. 1V.24) bzw. die zugehorigen Adsorptionsparameter 7,4, » und z (s. Tab. IV.9) be-
statigen, dass sowohl die Menge an adsorbiertem Protein, als auch die Bindungsstirke an

die brushes am isoelektrischen Punkt am groften ist. Allgemein ist Proteinadsorption am
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groBten am isoelektrischen Punkt des Proteins. Lee et al. (1998) haben dies auf die
fehlende elektrostatische AbstoBung am isoelektrischen Punkt zuriickgefiihrt und die
Adsorption einer rein hydrophoben Wechselwirkung zugeschrieben. Geméll der
Diskussion in Kapitel II1.1.5 ist diese Beobachtung aber vielmehr auf eine elektrostatische
Anziehung zwischen brush-Schicht und positiven patches auf der Proteinoberfliche
zuriickzufithren. Am isoelektrischen Punkt verschwindet lediglich die sonst zusitzlich auf-
tretende AbstofSung zwischen brush und Gesamtprotein neben der Abstoung der Proteine
untereinander. Je nach Natur der Proteine konnen zusétzlich hydrophobe Wechsel-
wirkungen auftreten. Jedoch konnen diese keinesfalls einen entscheidenden Beitrag im
Falle von BSA darstellen, da sonst im Falle des salted brush bei hoher duflerer Ionenstirke
die hochsten Adsorptionsgrade vorliegen miissten. Die in Abschnitt IV.5 vorgestellten
Experimente belegen hingegen, dass eine Erhohung der lonenstirke nach erfolgter

Adsorption zu einer gezielten Freisetzung der gebundenen Proteine genutzt werden kann.

Tab. IV.9: Adsorptionsparameter aus der Fit-Anpassung der Daten in Abb. IV.24 nach Gleichung 3-7
(n=1): Die Werte fiir 7,4, s und z sind ein Beleg fiir den hohen Adsorptionsgrad sowie die hohe Bindungs-

stirke an die brushes am isoelektrischen Punkt des Proteins (p/ = 5,1; Cantarero ef al. 1980).

Latex | Konz. MES, pH | 7,4 1 [mg/g TP] z Waas [ml/mg]

KpS14 10 mM, pH 5,1 1020 =40 1300 +300 | 0,15+0,01
KpS14 10 mM, pH 6,1 450+ 10 160 £ 20 0,086 + 0,004
KpS14 10 mM, pH 7,2 undefiniert undefiniert -0

IV4.5 Einfluss des Proteins

Das Konzept der Proteinadsorption auf Polyelektrolytbiirsten, welches bisher modellhaft
anhand von BSA untersucht wurde, soll im folgenden an weiteren Proteinen tberpriift
werden. Da eine Wechselwirkung der Proteine mit der negativ geladenen brush-Schicht
nur iiber positiv geladene Bereiche an der Proteinoberfliche moglich ist (vgl. Kap. I11.1.5),
hingt die Adsorption empfindlich von der Oberfldchenladung des Proteins und damit auch
vom pH-Wert des Dispersionsmediums ab. Aus diesem Grunde wurde zunichst die
Adsorption der Proteine a-Amylase, B-Lactoglobulin und BSA auf einem quenched brush
(KpSS2) untersucht. Diesen Proteinen ist ein isoelektrischer Punkt von etwa 5 (s. Tab.
IV.6) gemeinsam. In einem weiteren Experiment wurde Glucoamylase mit einem
isoelektrischen Punkt von 3,5 eingesetzt. Sdmtliche Experimente wurden bei einem pH-

Wert von 6,1 durchgefiihrt, wodurch die Proteine negativ geladen vorlagen. Es wurden
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jeweils 80 mg Protein mit 100 mg Trigerpartikeln in 9,82 g 10 mM MES-Puffer versetzt.
Nach Abtrennung des freien Proteins ergab sich, dass lediglich 40 mg a-Amylase (5 %)
pro Gramm KpSS2-Parikel gebunden wurden. Dagegen wurden 170 mg Glucoamylase
(21 %), 398 mg BLG (50 %) sowie 731 mg BSA (94 %) adsorbiert.

1200 T T T T T T T T T T T T T T

1000

800

600

7., [Ma/g SPB]

400

200

c,,, [mg/ml]

Abb. IV.25: Adsorptionsisothermen von BSA (blau) und BLG (rot) auf dem annealed brush KpS14 (kreis-
formige Symbole) und dem quenched brush KpSS2 (Dreiecke): Die Experimente wurden in 10 mM MES-
Pufferlosung (pH 6,1) durchgefiihrt. BSA zeigt gegeniiber BLG eine wesentlich stirkere Affinitdt zu
annealed brushes. Geht man vom annealed brush zum quenched brush tber, ldsst sich im Falle vom BLG
der Adsorptionsgrad um ein Mehrfaches steigern. Die Linien entsprechen einer Fit-Anpassung der Werte
nach Gleichung 3-7 (BSA) bzw. 3-10 (BLG) (Fitparameter s. Tab. IV.10).

Die unterschiedlich ausgeprigte Affinitdt der einzelnen Proteine zu den brush-Partikeln
kann zum einen iiber die unterschiedliche Oberflichenladungsverteilung der Proteine bei
vergleichbarem isoelektrischen Punkt hervorgerufen werden. Zum anderen kann die unter-
schiedliche Stabilitdt der nativen Proteinkonformation eine entscheidende Rolle spielen: So
wurde im Falle von BSA, welches die hochsten Adsorptionsgrade aufwies, eine stark ver-
dnderte Tertidrstruktur bei einem weitgehenden Erhalt der Sekundirstruktur im
adsorbierten Zustand festgestellt (s. Kap. [V.6.4 bzw. IV.6.1.2).
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Eine recht einfache Methode zur Trennung von Proteingemischen erscheint aufgrund der
stark unterschiedlich ausgeprigten Wechselwirkung von Proteinmolekiilen mit Poly-
elektrolytbiirsten moglich. Uber Salzzugabe kann wiederum eine Riickgewinnung der
gebundenen Proteine erfolgen. In diesem Zusammenhang ist die hohe Affinitdt von
Albumin zu den Partikeln hervorzuheben, da dieses Protein das am héaufigsten vor-
kommende Serumprotein darstellt und somit zur Isolierung anderer Proteine zundchst die
Abtrennung von Albumin erforderlich ist.

Nach den punktuellen Untersuchungen an dem quenched brush-System wurden
systematische Studien am annealed brush KpS13 durchgefiihrt. Abbildung IV.25 gibt die
dabei erhaltenen Adsorptionsisothermen fiir die Proteine BSA und BLG wieder. Wie auch
schon im Falle der quenched brushes zu erkennen war, zeigt BLG ebenfalls eine deutlich
schwichere Affinitdt zu den annealed brushes als BSA. Dies driickt sich in kleineren
Belegungsgraden sowie einer geringeren Bindungsstirke des Proteins an das Substrat aus

(s. Parameter 7,4 ybzw. z, Tab. IV.10).

Tab. IV.10: Adsorptionsparameter aus der Fit-Anpassung der Daten in Abb. IV.25 nach Gleichung 3-7 (n =
1) bzw. 3-10: Die Werte fiir 7,4, 5, und z spiegeln den gréfBeren Adsorptionsgrad sowie die héhere Bindungs-
stirke von BSA gegeniiber BLG auf dem annealed brush KpS14 wieder. Die Menge an adsorbiertem BLG
lasst sich bei Verwendung eines quenched brush-Systems (KpSS2) um ein Mehrfaches steigern.

Latex | Protein | 7,4 , [mg/g TP] z Waas [ml/mg] n
KpS14 BSA 770 £ 60 280+ 70 0,07 £ 0,02 1
KpS14 BLG 34+5 30+ 10 0,05 £ 0,01 0,9+0,1
KpSS2 BLG 710 £ 100 (200 £300)| (0,001 £0,002) | 0,6 £0,5

Vergleicht man die Adsorption von BLG auf annealed und quenched brushes (s.
Abb. IV.25) miteinander, so zeigt sich — wie schon bei BSA — die deutlich stirkere
Wechselwirkung des Proteins mit quenched brushes. Dies resultiert in einem 21-fach
hoheren Adsorptionsparameter 7,4 a (s. Tab. IV.10). Ein Effekt dieser Grolenordnung
kann nicht durch Unterschiede in der rdumlichen Struktur der beiden brush-Systeme,
sondern nur tiber die Natur der beteiligten Polyelektrolytketten verstanden werden (s. Kap.
1V.2.2). Die Adsorptionsisothermen in Abb. IV.25 lassen sich beide ausgezeichnet mit dem
in Kapitel III.1.6 vorgestellten Adsorptionsmodell (s. Glg. 3-10) beschreiben, welches eine
Abhéngigkeit der Adsorptionsenergie vom Belegungsgrad zuldsst. Das vereinfachte
Modell nach Gleichung 3-7, welches eine konstante Adsorptionsenergie vorsieht, erlaubt
ebenfalls eine gute Beschreibung der Adsorption von BLG auf annealed brushes. Im
Gegensatz zu BSA versagt dieses Modell allerdings bei quenched brushes. In diesem Fall
zeigt der Adsorptionsgrad den Verlauf einer Langmuir-Freundlich-Isotherme (s. Glg.

3-12). Aufgrund der globuldren Struktur des Proteins scheint bei dem hohen Adsorptions-
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grad (7u4 » = 710 mg BLG / g KpSS2, s. Tab. IV.10) eine weitere Adsorption von der
bereits vorhandenen Belegung an Protein abhéngig zu werden. Dies scheint im Parameter »
von 0,6 (s. Tab. IV.10) Ausdruck zu finden, wobei der relativ hohe Fehler bei der

Ableitung dieses Parameters keine zweifelsfreie Aussage zulésst.
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Abb. IV.26: Adsorption von RNase A auf quenched brushes unterschiedlicher Morphologie in 10 mM
CHES-Puffer (pH 9,3): Als Trigersysteme dienten die PS/PSS-Kern-Schale-Latices KpSS2 (blau) und
KpSS1 (rot). Der hohere Adsorptionsgrad auf den KpSS2-Partikeln ist auf die hohere Schalendicke (KpSS2)
zuriickzufiihren. Die Linien entsprechen einer Fit-Anpassung der Werte nach Gleichung 3-10 (Fitparameter s.
Tab. IV.11).

RNase A bietet sich aufgrund seines reversiblen Entfaltungsverhaltens (s. IV.6.2) zur
Untersuchung der Proteinfaltung an (Raines 1998). Zur Durchfithrung derartiger Studien
am adsorbierten Protein mufite untersucht werden, ob dieses Protein in ausreichenden
Mengen auf brushes bindet. Das Protein weist einen isoelektrischen Punkt von 9,6
(Tanford ef al. 1956) auf, wére somit in 10 mM MES-Puffer (pH 6,1) stark positiv geladen.
Dies wiirde zu einem Ausflocken der Latexpartikel fithren, wie es experimentell im Fall
von Lysozym (pl = 11, Lvov et al. 1996) festgestellt wurde (vgl. 1V.4.4). Daher wurden
die folgenden Experimente in 10 mM CHES-Puffer (pH 9,3) durchgefiihrt. Da der ge-

wihlte pH-Wert nahezu dem isoelektrischen Punkt des Proteins entspricht, sollte eine
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maximale Belegung an Protein erfolgen. Es wurden zunédchst jeweils 78 mg des Proteins
mit 100 mg Latexpartikeln in 9,82 g Pufferlésung inkubiert. Nach Abtrennung des nicht-
gebundenen Proteins wurde ein Adsorptionsgrad von 525 mg RNase A (68 %) auf einem
Gramm des quenched brush KpSS1 festgestellt. Auf dem annealed brush KpS15 konnten
hingegen lediglich 8 % des eingesetzten Proteins (61 mg pro g KpS15-Partikel) adsorptiv
gebunden werden. Dies bestitigt erneut die stirkere Wechselwirkung von Proteinen mit
quenched brushes. Auf eine weitergehende Untersuchung der Adsorption des Proteins auf
annealed brushes wurde aufgrund des geringen Belegungsgrads verzichtet.

Bei quenched brushes hingegen erlaubt der hohe Grad an adsorbiertem Protein die Unter-
suchung der temperaturinduzierten Entfaltung der Proteinstruktur (s. IV.6.2). Aus diesem
Grunde wurde in diesem Fall die Adsorptionsstudien durch zusétzliche Experimente er-
génzt. Abbildung IV.26 zeigt die zu den quenched brush-Systemen KpSS1 und KpSS2
zugehorigen Adsorptionsisothermen. In Analogie zu den Untersuchungen bei BSA ist beim
System groBerer Schalendicke (KpSS2) eine hohere Proteinbelegung zu beobachten.
Wihrend im Falle des flexiblen Proteins BSA eine hervorragende Beschreibung des
Adsorptionsgrads nach Gleichung 3-7 (n = 1, s. Kap. 11I.1.6) erzielt wurde, war dies im
Falle des globuldren Proteins RNase A nicht moglich. Abhilfe schaffte hier eine Be-
schreibung der Daten nach Gleichung 3-10 (s. Abb. IV.26). Der aus der Fit-Anpassung er-
haltene Wert fiir » von 0,5 (s. Tab. IV.11) weist auf eine logarithmische Abnahme der
Adsorptionswiarme mit der Belegung an Protein hin. Dies ist wiederum auf die besonders
hohe Konformationsstabilitidt des Proteins (Baron et al. 1999, Servagent-Noinville et al.
2000) zuriickzufiihren. Aus diesem Grunde ist eine Fit-Anpassung nach Gleichung 3-7 mit
n =1 wie fiir das flexible Protein BSA hier unzureichend.

Weiter ergibt sich aus der Fit-Anpassung (s. Tab. IV.11), dass im Falle des Systems
hoherer Schalendicke (KpSS2) ein hoherer Belegungsgrad 7,4 1 moglich ist. Dies erfolgt
aber auf Kosten der Bindungsstdrke des Proteins an das Substrat (s. Parameter z in Tab.
IV.11).

Tab. IV.11: Adsorptionsparameter aus der Fit-Anpassung der Daten in Abb. IV.26 nach Gleichung 3-10:
Das System KpSS2 weist aufgrund seines groferen brush-Volumens ein hoheres Proteinbindungsvermogen
auf (s. Parameter 7,4 /). Jedoch ist die Wechselwirkung mit dem Protein stirker im Falle des kurzkettigeren
Systems KpSS1 (s. Parameter z). Aus dem Parameter n < 1 ergibt sich eine Abhingigkeit der Adsorptions-

wirme vom Belegungsgrad, was auf die hohe Stabilitdt des globuldren Proteins zurtickzufiihren ist.

Latex | Protein | 7,4 5, [mg/g TP] z Waas [ml/mg] n
KpSS1 | RNase A 600 + 30 800 +400 | 0,004 £0,002 |0,51+0,07
KpSS2 | RNase A 740 £ 30 230+ 60 | 0,008 £0,002 |0,53 0,04
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Der beobachtete Effekt der Proteinadsorption auf Polyelektrolytbiirsten ist somit nicht auf
BSA beschriankt, wenn auch hierbei die hdchste Affinitéit aller untersuchten Proteine fest-
stellbar war. Im folgenden Kapitel soll nun untersucht werden, inwieweit Proteine durch
gezielte Verdnderung #duBerer Parameter wieder von den brushes freigesetzt werden
konnen. Neben der beobachteten unterschiedlichen Affinitit der Proteine zu den brush-

Partikeln stellt dies ein wichtiges Kriterium zur Auftrennung von Proteingemischen dar.

IV.5 Freisetzung adsorbierter Proteine

Wie die Adsorptionsexperimente im vorangehenden Kapitel gezeigt haben, ldsst sich der
Adsorptionsgrad gezielt liber die lonenstirke bzw. den pH-Wert steuern. So konnte
beispielsweise bei der Adsorption von BSA auf annealed brushes ein hoher Adsorptions-
grad bei geringer duerer lonenstirke erzielt werden. Im Bereich des salted brush bei
Ionenstéirken tiber 100 mM war hingegen nur eine vergleichsweise geringe Adsorption zu
verzeichnen. Daher stellt sich die Frage, ob dieser Effekt im Umkehrschluss zur
kontrollierten Freisetzung der adsorbierten Proteine genutzt werden kann.

Hierzu wurde BSA auf dem annealed brush KpS15 und dem quenched brush KpSS2 in
10 mM MES-Puffer (pH 6,1) ohne weiteren Fremdsalzzusatz adsorbiert. Der tiberschiissige
freie Proteinanteil wurde wiederum durch Ultrafiltration gegen frische Pufferlosung abge-
trennt. Uber die Menge des abgetrennten Proteins wurde der Adsorptionsgrad der Protein-
beladenen brush-Partikel ermittelt (s. VI.2.3). Die derart behandelte Suspensionen dienten
als Ausgangssysteme fiir die anschlieBenden Desorptionsversuche.

Hierzu wurde eine Ultrafiltration gegen 10 mM MES-Puffer (pH 6,1) durchgefiihrt,
welchem eine NaCl-Konzentration von 500 mM zugesetzt wurde (s. V1.2.3). Die gewihlte
Ionenstérke stellt sicher, dass die brushes in den salted brush ibergehen, welcher in den
Adsorptionsexperimenten im Falle der awnealed brushes nur eine geringe Protein-
adsorption zuliel (s. Kap. 1V.4.2). Auf diese Weise lielen sich 76 % der 948 mg BSA,
welche pro Gramm des annealed brush KpS15 gebunden wurden, wieder freisetzen. Im
Falle des quenched brush KpSS2 lieBen sich hingegen nur 12 % der 688 mg BSA pro
Gramm Latexpartikel wieder durch die Erhohung der lonenstéirke desorbieren.

Somit sind die Desorptionsstudien mit den Adsorptionsexperimenten konform, bei welchen
eine stirkere Wechselwirkung des Proteins mit quenched brushes beobachtet wurde
(s.IV.4.3). Zumal bei letzteren sogar im Bereich des salted brush noch relativ hohe
Belegungsgrade an Protein festgestellt wurden (vgl. Abb. IV.23).

BLG lasst sich auf quenched brushes in relativ hohen Mengen adsorptiv binden, wobei die

Starke der Wechselwirkung allerdings wesentlich niedriger ist als im Falle von BSA (s.
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Abb. 1V.25). Daher bot sich eine Untersuchung an, ob eine geringere Wechselwirkung mit
dem Substrat auch eine effizientere Wiederfreisetzung des Proteins bei einem Heraufsetzen
der Ionenstéirke zur Folge hat. In der Tat lieBen sich 92 % der adsorbierten 836 mg Protein
pro Gramm KpSS2-Partikel desorbieren.

Die Ergebnisse der Desorptionsstudien ergidnzen sich somit in ausgezeichneter Weise mit
den Adsorptionsexperimenten. Die desorbierten Proteine wurden nach Befreiung von der
Salzfracht (s. V1.2.3) einer Sekundéirstrukturanalyse zur Bestimmung adsorptionsbedingter
struktureller Verdnderungen unterzogen (s. Kap. IV.6).
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Abb. IV.27: Prozentualer Desorptionsgrad von auf dem annealed brush KpS15 adsorbierten BSA als
Funktion der dufleren lonenstirke bei pH 5,1 (blaue Kreise): Bei Erhohung der lIonenstirke ist eine
zunehmende Desorption an Protein zu verzeichnen. Zu Beginn des Ubergangs zum salted brush (c, =
100 mM) erfolgt eine sprunghafte Freisetzung des adsorbierten Proteins. Bei weiterer Erhohung der
Tonenstirke bleibt der Desorptionsgrad konstant. Bei einem herkémmlichen carboxylierten Polystyrol-Latex
(PSAA, rote Kreise) ist keine Desorption des Proteins feststellbar. Eine gleichzeitige Erhchung des pH-Werts
auf 9,1 bei einer Ionenstirke von 507 mM (blaues und rotes Dreieck) fiihrt in beiden Féllen zu keinem

zusitzlichen Anstieg des Desorptionsgrads.

In den bisherigen Experimenten wurde zur Freisetzung der adsorbierten Proteine eine

konstante Ionenstirke von 507 mM gewihlt, um sicher zu gehen, dass die brushes als
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salted brush vorliegen. Zudem sollte ein maximaler Desorptionsgrad bei einer derart hohen
Ionenstidrke zu erwarten sein. Zur genaueren Untersuchung der Abhingigkeit der
desorbierten Proteinmenge von der lonenstirke wurde eine Suspension des annealed brush
KpS15 eingesetzt, auf welchem zuvor 948 mg BSA pro Gramm Latexpartikel adsorbiert
wurden. Mehrere Proben dieser Ausgangssuspension wurden nun gegen 10 mM MES-
Puffer (pH 6,1), welchem unterschiedliche Mengen an Natriumchlorid zugesetzt wurden,
unter achtmaligem Austausch des Dispersionsmediums ultrafiltriert. Zusitzlich wurde ein
Referenzexperiment in der Pufferlosung ohne weiteren Salzzusatz durchgefiihrt. Ab-
bildung I'V.27 gibt den jeweils erhaltenen prozentualen Anteil des desorbierten Proteins an.
Bei sukzessiver Erhohung der lonenstirke im Bereich des osmotic brush (Ionenstirke <
100 mM) ist ein allméhlicher Anstieg des Desorptionsgrads zu verzeichnen, welcher bei
Ionenstédrken zwischen 60 und 100 mM sprunghaft zunimmt. Die sprunghafte Freisetzung
des Proteins setzt somit zu Beginn des Ubergangs zum salted brush ein. Nach Ubergang in
den salted brush ist bereits der maximal mogliche Desorptionsgrad von 70 — 80 % erreicht.
Eine weitere Erh6hung der Ionenstirke fiihrt zu keiner Steigerung des Desorptionsgrads.
Selbst bei hoher Ionenstédrke verbleiben 20 — 30 % des Proteins adsorptiv gebunden. Eine
entsprechende Beobachtung wurde auch schon bei den Adsorptionsversuchen (s. Abb.
IV.20) gemacht, wobei die Menge an gebundenem Protein hierbei geringer ausfiel. Der
Unterschied konnte eventuell durch einen Einschluss eines Teils des Proteins beim
Schrumpfen der Polyelektrolytschale bei hoher lonenstirke bedingt sein, zumal die
AbstoBung zwischen den Proteinmolekiilen untereinander zuriickgeht. Dieser Effekt
scheint auch mit der Bindungsstirke des Proteins an das Substrat zusammenzuhéngen, da
im Falle des schwicher gebundenen BLG 92 % des auf quenched brushes adsorbierten
Proteins wieder freigesetzt werden konnte.

Referenzexperimente am carboxylierten Polystyrol-Latex PSAA bestitigen die Ver-
mutung, dass es sich bei der Freisetzung der Proteine von den brushes um eine heraus-
ragende Eigenschaft der brushes handelt, welche an herkdmmlichen, an der Partikelober-
fliche carboxylierten Systemen (Bangs Laboratories 1999) nicht feststellbar ist (s. Abb.
IV.27). Bei letzteren verbleibt das Protein stets adsorbiert. Eine Erh6hung der Ionenstérke
sollte hier sogar zu einer stirkeren Anbindung fithren, da sowohl die elektrostatische
Abstolung des Proteins zum gleichnamig geladenen Substrat, als auch der Protein-
molekiilen untereinander abnimmt. Im Falle der brushes hingegen werden bei Fremdsalz-
zusatz die bei der Adsorption des Proteins freigesetzten Gegenionen der brush-Ketten und
des Proteins (s. Kap. I11.1.5) wieder zugefiihrt. Damit wird die ,,counterion release force*
als Haupttriebkraft des Adsorptionsprozess aufgehoben.

Wie Abbildung IV.27 weiter zu entnehmen ist, kann bei gleichzeitiger Erh6hung von pH-
Wert und Ionenstédrke kein wesentlicher Zugewinn an freigesetztem Protein im Vergleich

zu einer ausschlieBlichen Erhohung der lonenstérke erzielt werden.
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Abb. IV.28: Prozentualer Desorptionsgrad von auf dem annealed brush KpS15 adsorbierten BSA als
Funktion des dufleren pH-Werts (blaue Kreise): Bei pH-Erhohung oberhalb 7,1 werden bis zu 20 % des
adsorbierten Proteins freigesetzt. Dagegen ist bei dem herkdmmlichen carboxylierten Polystyrol-Latex PSAA
(rote Kreise) keine Freisetzung von Protein bei pH-Anderung festzustellen. Eine gleichzeitige Erhohung des
pH-Werts auf 9,1 bei einer lonenstirke von 507 mM fiihrt im Falle des auf dem brush adsorbierten BSA zu
einer Freisetzung eines GroBteils des Proteins (blaues Dreieck). Hingegen zeigt sich keinerlei Anderung im
Falle des Systems PSAA (rotes Dreieck).

Neben der lonenstérke beeinflusst der pH-Wert die Menge an gebundenem Protein (s. Abb.
IV.24). Daher wurde ebenfalls untersucht, inwiefern eine pH-Anderung eine Wiederfrei-
setzung der adsorbierten Proteine bewirken kann. Die Vorgehensweise war dabei analog zu
den oben skizzierten Experimenten, wobei die Suspensionen jeweils gegen 7 mM
Natriumchlorid-Lésungen mit pH 6,1 — 9,1 ultrafiltriert wurden. Bei Erhohung des pH-
Werts des Dispersionsmediums um eine pH-Einheit gegeniiber der Pufferlésung wurden
bis zu 20 % des adsorbierten Proteins freigesetzt (s. Abb. IV.28). Weitere pH-Erhohung
bewirkte keine stirkere Desorption. BSA wird mit zunehmendem pH-Wert oberhalb des
isoelektrischen Punkts von 5,1 (Cantarero et al. 1980) stiarker negativ geladen. Somit sollte
die pH-Erhohung zum einen eine stirkere elektrostatische AbstoBung des Gesamtproteins
vom ebenfalls negativ geladenen brush zur Folge haben. Zum anderen wird ebenfalls die

elektrostatische AbstoBung der Proteine untereinander erhoht. Schwicher gebundene
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Proteine, besonders diejenigen, welche in der Peripherie des brush lokalisiert sind und nur
mit einzelnen Polyelektrolytketten wechselwirken, konnten durch die zusitzliche
Abschwichung der Bindung an das Substrat freigesetzt werden. Dies wiirde erkléren,
wieso eine Fraktion von 20 % des Proteins desorbiert wird. Erst eine zusitzliche Erh6hung
der Ionenstirke auf 507 mM fiihrt aus den oben diskutierten Griinden zu einer Freisetzung
von 79 % des adsorbierten BSA (s. Abb. IV.28).

Die Vergleichsexperimente am carboxylierten Polystyrol-Latex PSAA zeigen wiederum
keine Anderung des Adsorptionsgrad bei Anderung des pH-Werts. Dies ist auf die starke
hydrophobe Wechselwirkung des Proteins mit der Polystyrol-Oberfliche zuriickzufiihren.
Letztere ist mit einer starken Deformation der nativen Proteinstruktur auf der Substratober-
fliche verbunden (Wertz et al. 2001, 2002). Die Freisetzung eines zumindest teilde-
naturierten Proteins bei pH-Erhohung erscheint deshalb wenig wahrscheinlich, was in den

Experimenten Ausdruck findet.

IV.6 Untersuchung der Konformation der adsorbierten Proteine

IvV.6.1 Analyse der Sekundérstruktur mittels FT-IR-Spektroskopie

Zur Untersuchung der Sekundirstruktur der Proteine sowohl vor Beginn der eigentlichen
Adsorptionsexperimente, als auch im adsorbierten Zustand wurde ein kommerzielles FT-
Infrarotspektrometer (Bruker Optik Tensor 27) mit einer Flissigkeitszelle von 6,5 pm
Schichtdicke (Aquaspec™ AS 1100 M) eingesetzt (s. VI.3.8). Die Ableitung der
Sekundirstruktur aus der Amid-I-Bande der Proteinspektren erfolgte iiber ein Software-
paket, welches auf einer PLS-Analyse beruht (s. Kapitel I11.2.1).

IV.6.1.1 Proteine in Pufferlosung

Wie bereits in Kapitel I11.2.1 angesprochen, hiangt die Qualitit der Sekundarstruktur-
analyse in H,O entscheidend vom sauberen Abzug des Wasserspektrums als Referenz ab,
da sich Probe- und Referenzspektrum infolge der hohen Absorption des Wassers nur
geringfiigig unterscheiden (s. Abb. IV.29). Temperaturabweichungen sowie Anderungen in

der Schichtdicke der Kiivette zwischen Probe- und Referenzmessungen haben Vertikal-
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bzw. Hohenversetzungen der Spektren zur Folge. Der hier eingesetzte Versuchsaufbau
gewidhrt die Einhaltung geringer Temperaturtoleranzen von kleiner 0,1 K, eine geringe
Schichtdickenvariabilitit von unter 0,1 % sowie eine automatische Wasserdampf-
kompensation (s. VI.3.8). Hierdurch wird ein Zugang zu ausgezeichneten Proteinspektren
ermdoglicht (s. Abb. IV.30), sofern ein Konzentrationsbereich von 5 — 20 mg/ml an Protein

eingehalten wird.
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Abb. IV.29: Infrarotspektroskopie an geldstem Protein anhand des Beispiels von in 10 mM MES-Puffer
(pH 6,1) gelostem BSA (20 mg/ml). Die IR-Spektren von Probe- (rot) sowie Referenzlosung (blau) er-
scheinen in Anbetracht der dominierenden Wasserabsorption nahezu deckungsgleich. Dennoch ergibt sich als
Differenz ein storungsfreies Spektrum des reinen Proteins (schwarz) mit klar erkennbarer Amid-I- und Amid-
II-Bande (s. Inset sowie Abb. IV.30).

Zur einer, wie von Dousseau et al. (1990) geforderten Kontrolle der experimentellen
Methodik, aber auch zur Uberpriifung der Qualitit der Proteine, wurden die eingesetzten
Proteine einer Sekundérstrukturanalyse unterzogen. Abbildung V.30 zeigt exemplarisch
fir diese Versuchsreihe das Spektrum von BSA. Besonders markant treten hierbei die
Amid-I-Bande im Bereich von 1600 cm™ sowie die Amid-II-Bande bei 1480 — 1575 cm™
hervor. Zum Vergleich wurde ein Spektrum der MES-Puffermolekiile aufgetragen,

welches durch Messung der Pufferlésung gegen entionisiertes Wasser erhalten wurde. Im
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Wellenzahlbereich der Amid-I-Region, welche zur Konformationsanalyse herangezogen
wird, weisen die Spektren der Puffermolekiile keine Eigenabsorption auf. Lediglich die
durch die Puffermolekiile bedingte geringfiigige Abnahme an Wasser im Vergleich zur
Referenz fiihrt zu einem leichten Absenken des Spektrums unterhalb der Basislinie. Dies
wird aber durch die Messung der Proteinlosung gegen die reine Pufferlosung als Referenz
kompensiert. Entsprechendes gilt auch fiir simtliche anderen untersuchten Proteine und

Puffersysteme.
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Abb. IV.30: Vergleich der Infrarotspektren von BSA (Sigma; rot) und 10 mM MES-Puffer (pH 6,1; blau)
gemessen gegen H,0 als Referenz. Im Bereich der Amid-I-Region des Proteins (1600 — 1700 cm™) weist die
Pufferlosung keine signifikanten Eigenabsorptionen auf.

In Tabelle IV.12 sind die Ergebnisse der Sekundirstrukturanalyse der einzelnen Proteine
zusammengefasst. Ein Vergleich des experimentell erhaltenen a-Helix- bzw. [3-Faltblatt-
gehaltes mit aus Rontgenstrukturdaten erhaltenen Werten zeigt eine Ubereinstimmung der
einzelnen Werte unter Berlicksichtigung des experimentellen Fehlers von + 4 % fiir den
Helixgehalt sowie + 3 % fiir den Faltblattanteil (s. V1.4). Hieraus ldsst sich zum einen die
Eignung der eingesetzten Methodik, insbesondere die Sekundérstrukturbestimmung mittels
PLS-Analyse, verifizieren. Des weiteren 14sst sich feststellen, dass die Proteine im nativen
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Zustand vorlagen, da die erhaltenen Werte mit der nativen Sekundérstruktur der Proteine

tibereinstimmen.

Tab. IV.12: Sekundérstrukturanalyse der eingesetzten Proteine in wissriger Pufferlsung mittels FT-IR-
Spektroskopie. Zum Vergleich sind in Klammern durch Rontgenstrukturanalyse gewonnene Referenzwerte
(soweit vorhanden) angegeben, welche einer Proteindatenbank (PDB, http://www.rcsb.org/pdb/) entnommen

wurden.
Protein (PDB-Code) | o-Helix [%] | B-Faltblatt [%]
BSA, Sigma (1BM0) 67 (67,7) 2 (0,0)
FITC-BSA (1BMO0) 66 (67,7) 4 (0,0)
BSA, Fluka (1BMO0) 66 (67,7) 2 (0,0)
Dansyl-BSA1 (1BMO) 65 (67,7) 2 (0,0)
Dansyl-BSA2 (1BMO) 65 (67,7) 2 (0,0)
Myoglobin (1WLA) 71 (73.,9) 2 (0,0)
Hamoglobin (4HHB) | 70 (67,1- 68,8) 0(0,0)
B-Lactoglobulin (3BLG) 14 (12,4) 35(36,4)
o-Amylase 35 29
Lysozym (1BB7) 33 (34,1) 4 (6,2)
Ribonuklease A (7RSA) 17 (17,7) 31 (3L5)

IV.6.1.2 BSA adsorbiert auf annealed brushes

Wie oben angesprochen dient die geringe Schichtdicke der Messzelle von 6,5 um zur
Reduktion der Wasserabsorption. Bei Messungen in wissriger Suspension wird dadurch
zusétzlich die Streuung des Infrarotlichts an den Latexpartikeln vernachldssigbar. Zur
Uberpriifung der Qualitit von IR-Messungen in wissrigen Suspensionen wurden IR-
Spektren einer Konzentrationsreihe von 0,35 — 1,41 Gew.-% des PS/PAA-Kern-Schale-
Latex KpS14 in 10 mM MES-Puffer (pH 6,1) als Dispersionsmedium aufgenommen (s.
Abb. IV.31).

Bedingt durch das Eigenvolumen der Latexpartikel ist die Wassermenge in der Probe im
Vergleich zur Pufferlosung geringer. Im Differenzspektrum #ufBert sich dies in einer
negativen Bande im Bereich der Scherschwingung von H,O (1645 cm™, Winter et al.
1998). Da diese Bande ein MaB fiir das Volumen der Latexpartikel darstellt, konnte sie zur
Konzentrationsbestimmung herangezogen werden. Eine direkte Konzentrationsbe-

stimmung kann iiber die Banden bei 1580 sowie 1600 cm™ erfolgen. Sie sind neben zwei
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weiteren Banden bei 1452 und 1493 cm™ auf C=C-Streckschwingungen der aromatischen
Gruppen des Polystyrol-Kerns zuriickzufithren, wobei letztere durch die breite negative
Bande bei 1645 cm™ iiberlagert werden und daher kaum hervortreten (s. Abb. IV.31).
Sowohl die Fliche unter der Bande bei 1493 cm’', als auch die Bandenhohe sind
proportional zur Teilchenzahl im untersuchten Konzentrationsbereich (vgl. Inset in Abb.
IV.31). Daher konnte eine Konzentrationsbestimmung tiber das Lambert-Beer-Gesetz (s.
VI1.3.7) erfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Auswertung der FT-IR-Spektren auf
eine intrinsische Konzentrationsbestimmung zugunsten einer externen gravimetrischen
Partikelgehaltsbestimmung verzichtet (s. VI.3.1). Die direkte GesetzmaBigkeit zwischen
Bandenhohe und Probenkonzentration bestétigt aber, dass eine triibe Latexsuspension kein

Hindernis fiir eine quantitative FT-IR-Analyse in Transmissionstechnik darstellt.
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Abb. IV.31: Infrarotspektren des annealed brush KpS14, welche durch Messung gegen das Dispersions-
medium (10 mM MES-Puffer, pH 6,1) bei verschiedenen Teilchenkonzentrationen (schwarz: 1,41 Gew.-%,
blau: 0,70 Gew.-%, rot: 0,35 Gew.-%) erhalten wurden. Die breite negative Bande zwischen 1560 und
1720 cm™ wird durch die geringere Wassermenge in der Probe im Vergleich zum Dispersionsmedium
hervorgerufen. Zwei der vier Banden (Bandenmaxima bei 1580 bzw. 1600 cm™), welche auf C=C-Streck-
schwingungen der aromatischen Gruppen des Polystyrol-Kerns zurtickzufiithren sind, werden durch die breite
negative Bande iiberlagert. Die iibrigen beiden Banden (Bandenmaxima bei 1452 bzw. 1493 cm™) unter-
liegen jedoch keinen Uberlagerungen. Die Hohe dieser Banden skaliert linear mit der Partikelkonzentration
(s. Inset: 1) 0,00075; 2) 0,00158; 3) 0,00325).
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Somit konnten im nichsten Schritt Latexpartikel mit darauf adsorbierten Proteinen unter-
sucht werden. Diese Untersuchung wurde zunichst an BSA durchgefiihrt. Hierzu wurden
drei Proben entlang der Adsorptionsisotherme in Abbildung IV.20 ausgewihlt, die sich
signifikant in der adsorbierten Proteinmenge unterschieden. Aufgrund der enormen
Bindungskapazitit der brushes dominieren die Amid-I- (1600 — 1700 cm™) und die Amid-
II-Bande (1480 — 1575 cm™) der Proteine die Spektren (s. Abb. IV.32).
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Abb. 1V.32: Infrarotspektren des annealed brush KpS14 mit unterschiedlichen Mengen an adsorbiertem
BSA (schwarz: 1116, rot: 828, blau: 577 mg BSA pro g KpS14), welche durch Messung gegen das
Dispersionsmedium (10mM MES-Puffer, pH 6,1) erhalten wurden. Zum Vergleich wurde zusitzlich ein
Spektrum der unbeladenen brushes aufgetragen (griin). Samtliche Spektren wurden auf einen Gehalt von

einem Gew.-% an KpS14-Partikeln normiert.

Das Spektrum des adsorbierten Proteins ergibt sich nach Abzug des Spektrums des reinen
brush-Latex. Sofern ein Adsorptionsgrad von mindestens 400 mg Protein pro g Latex-
partikel eingehalten wurde, wiesen die resultierenden Proteinspektren keine signifikante
Zunahme des Untergrundrauschens auf im Vergleich zu den Spektren von Proteinlgsungen
(s. Abb. 1V.33). Die Fliachen unter der Amid-I- und der Amid-II-Bande skalieren dabei
ndherungsweise linear mit der adsorbierten Proteinmenge, wobei allerdings zu einer

genaueren Bestimmung der adsorbierten Proteinmenge eine entsprechende Eichkurve iiber
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den in Frage kommenden Konzentrationsbereich erstellt werden miisste. Hierauf wurde
jedoch verzichtet, da die indirekte Bestimmung des Adsorptionsgrads mittels UV/VIS-
Spektroskopie (s. Kap. VI.2.2) iiber die Menge des nicht-adsorbierten Proteins einer

derartigen Vorgehensweise an Genauigkeit iiberlegen ist.
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Abb. IV.33: Infrarotspektren von auf dem annealed brush KpS14 adsorbierten BSA (schwarz: 1116, rot:
828, blau: 577 mg BSA pro g KpS14), welche nach Abzug des Spektrums der Tragerpartikel erhalten
wurden. Die Flichen unter der Amid-I-Bande (1600 — 1700 cm™) skalieren mit der adsorbierten Protein-
menge (0,61; 0,41; 0,27).

Wie in Kapitel IV.5 beschrieben, lédsst sich das auf einem annealed brush adsorbierte BSA
bei Erhohung der Ionenstdrke auf 500 mM groftenteils wieder desorbieren. Abbildung
1V.34 zeigt die IR-Spektren des Proteins im adsorbierten Zustand und nach Desorption von
den Latexpartikeln im Vergleich zum Spektrum des Ausgangsproteins. Da allenfalls
minimale Unterschiede in den einzelnen Spektren auszumachen sind, kann von einem
weitgehenden Erhalt der Sekundirstruktur bei der Adsorption von BSA auf Polyacryl-
sdure-brushes ausgegangen werden. Ein quantitatives Mal} hierfiir sind die in Tabelle
IV.13 aufgelisteten Werte fiir die jeweiligen a-Helix- und -Faltblattanteile des Proteins.
Der a-Helixgehalt des adsorbierten Proteins liegt zwischen 60 und 64 %. Im Rahmen des

experimentellen Fehlers von £ 4 % (s. VI.4) ldsst sich somit keine Abhéingigkeit vom
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Adsorptionsgrad feststellen. Gegeniiber dem a-Helixgehalt des Proteins vor Beginn der
Adsorptionsversuche von 67 % ist der Helixanteil leicht erniedrigt. Diese Absenkung liegt
allerdings ebenfalls noch innerhalb des experimentellen Fehlers. Nach Desorption des
Proteins von den Trégerpartikeln wurden wiederum dieselben Sekundirstrukturanteile

erhalten, wie zu Beginn der Adsorptionsexperimente (s. Tab. IV.13).
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Abb. 1V.34: Infrarotspektren von nativem BSA (Sigma A-6003) in Pufferlésung (blaue Linic), BSA
adsorbiert auf dem annealed brush KpS15 (950 mg BSA pro g KpS15; rote Linie), BSA nach Desorption
von den brush-Partikeln (schwarze Linie). Zum Ausgleich von Konzentrationsfehlern wurden die Spektren
im Bereich von 1200 — 1750 cm™ auf die gleiche Fliche normiert und zur besseren optischen Unterscheidung
versetzt aufgetragen. Die nahezu vollstindige Ubereinstimmung der Spektren zeigt, dass die adsorptive
Immobilisierung von BSA auf den brushes unter Erhalt der Sekundérstruktur des Proteins erfolgt. Dies findet
auch in den 15-fach vergroBerten Differenzspektren des adsorptiv gebundenen Protein (rote gestrichelte
Linie) sowie des desorbierten Proteins (schwarze gestrichelte Linie) zum nativen Protein Ausdruck. Das
etwas hoéhere ,,Rauschen” im Differenzspektrum des adsorbierten Proteins diirfte hauptsdchlich auf den Ab-

zug des Trigerpartikelspektrums zuriickzufiihren sein.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass trotz der starken Wechselwirkung von BSA
mit annealed brushes, welche im hohen Adsorptionsgrad Ausdruck findet (s. Kap. IV.4),
das Protein weitestgehend seine Sekundirstruktur behilt. Zudem ldsst sich das Protein
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ohne groBere Anderungen in der Sekundirstruktur wieder von den brushes durch Herauf-
setzen der lonenstérke freisetzen und iiber Ultrafiltration isolieren (s. Kap. IV.5).

Eine Analyse weiterer Proteine wie RNase A oder BLG auf annealed brushes war nicht
moglich, da diese einen zu geringen Adsorptionsgrad auf diesen Systemen zeigen (s.
IV.4.5). Zur Durchfiihrung priziser Sekundirstrukturanalysen war ein Adsorptionsgrad
von mindestens 400 mg Protein pro g Tragerpartikel erforderlich. Andernfalls waren die
durch den Abzug des Trigerpartikelspektrums bedingten Fehler nicht mehr vernach-
lassigbar in bezug auf das Differenzspektrum des Proteins vor und wéhrend der
Adsorption, in welchem die Konformationsinderungen zum Ausdruck kommen. Aus
demselben Grund war eine direkte Vergleichsanalyse mit BSA auf den Oberflichen-
carboxylierten PSAA-Latexpartikeln nicht méglich. Eine Monoschichtbelegung der Ober-
fliche derartiger Partikel mit einem Teilchendurchmesser von 100 nm entspriache 140 mg
BSA pro g Latexteilchen.

Im Falle von quenched brushes lieBen sich mit sdmtlichen untersuchten Proteinen
wesentlich hohere Adsorptionsgrade erzielen (s. Kap. 1V.4.5). Hierdurch kann eine
Sekundirstrukturanalyse analog zu den obigen Fillen erfolgen, worauf im folgenden niher

eingegangen werden soll.

Tab. IV.13: Adsorption von BSA auf annealed brushes: Sekundérstrukturanalyse des Proteins im nativen
und adsorbierten Zustand sowie nach Desorption von den Latexpartikel. Es wurden zwei PS/PAA-Kern-
Schale-Latices unterschiedlicher Morphologie eingesetzt (s. Tab. IV.3). Zusitzlich wurde der Adsorptions-

grad variiert.
_ adsorbierte Protein- | a-Helix [%], | B-Faltblatt [%],
Experiment
menge [mg/g SPB] FT-IR FT-IR
BSA - 67 2
BSA adsorbiert auf KpS14 577 60 5
BSA adsorbiert auf KpS14 829 60 5
BSA adsorbiert auf KpS14 1116 64 2
BSA adsorbiert auf KpS15 950 64 1
BSA adsorbiert auf KpS15 948 61 2
BSA desorbiert von KpS15 - 67 2

IV.6.1.3 Proteine adsorbiert auf quenched brushes

Wie in Kapitel IV.4.3 nédher erldutert, weisen die untersuchten Proteine eine stirkere
Wechselwirkung mit den aus starken Polyelektrolyten aufgebauten quenched brushes auf
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als mit den aus schwachen Polyelektrolyten aufgebauten annealed brushes. Im Falle der
Adsorption von BSA auf quenched brushes lie3 sich die hochste Belegung an Protein er-
zielen. Des weiteren konnten in diesem Fall bei Erhhung der lonenstirke auf 507 mM nur
geringe Proteinmengen wieder freigesetzt werden. Aus diesem Grunde musste auf eine
Strukturanalyse des desorbierten Proteins verzichtet werden, da ein derartiges Experiment
nicht repriasentativ fiir alle Proteinmolekiile wire. Die FT-IR-Spektren des Systems
BSA/quenched brush sind in Abbildung V.35 zusammengefasst.

0.008

0.004

Absorption [a. u.]

-0.004

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

Wellenzahl [cm'1]

Abb. IV.35: Infrarotspektren des quenched brush KpSS2 mit (rot, 688 mg BSA pro g KpSS2) bzw. ohne
(schwarz) darauf adsorbiertes BSA, welche durch Messung gegen das Dispersionsmedium (10mM MES-
Puffer, pH 6,1) erhalten wurden. Als Differenz der beiden Spektren ergibt sich das Spektrum des
adsorbierten Proteins (blau). Samtliche Spektren wurden auf einen Gehalt von einem Gew.-% an KpSS2-

Partikeln normiert.

Es stellte sich die Frage, ob die stirkere Wechselwirkung des Proteins mit dem quenched
brush strukturelle Anderungen hervorruft, welche ja im Falle des annealed brush aus-
blieben. In der Tat lie sich ein geringerer a-Helixgehalt des Proteins im adsorbierten
Zustand von 55 % feststellen (s. Tab. IV.14). Verglichen zum nativen Protein entspricht
dies einer Abnahme des Helixanteils um 12 %, wihrend der Faltblattanteil unverdndert

blieb. Damit liegt der Riickgang an a-Helix auBlerhalb des experimentellen Fehlers von
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+4 %. Somit ist der Riickgang an Helixstruktur wesentlich deutlicher ausgeprigt als bei
den annealed brushes, wo sich die Differenz noch innerhalb der Fehlertoleranzen bewegte.

Absorption (vektornormiert)
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Abb. 1V.36: Vergleich der Adsorption von BSA auf anmnealed und quenched brushes: Nach Vektor-
normierung zum Ausgleich von Konzentrationsfehlern wurden die Spektren der adsorbierten Proteine vom
Spektrum des Proteins vor Beginn der Adsorptionsversuche (schwarz) abgezogen und zur besseren Unter-
scheidung um den Faktor 5 hochskaliert. Das Differenzspektrum des auf dem annealed brush adsorbierten
BSA (blau) gibt lediglich das Untergrundrauschen wieder (vgl. Abb. IV.34) und lésst auf einen Erhalt der
Sekundirstruktur schlieBen. Der negative Peak bei 1658 cm™ im Differenzspektrum des auf dem quenched
brush adsorbierten Proteins (rot) weist auf einen Verlust an a-Helixstruktur hin zugunsten der Entstehung
von ungeordneten Strukturen (1640 — 1650 cm™) bzw. Schleifen (1660 — 1690 cm™).

Abbildung 1V.36 verdeutlicht die Anderungen der Helixstruktur von BSA bei der
Adsorption auf quenched brushes. Die Differenzspektren des adsorbierten Proteins zum
Protein vor Beginn der Adsorptionsexperimente untermauern die Ergebnisse der
Sekundédrstrukturanalyse: So lassen die Differenzspektren des auf amnealed brushes
adsorbierten Proteins auf einen kompletten Erhalt der Sekundérstruktur im Rahmen des
experimentellen Fehlers schlieBen. Die Abnahme des a-Helixanteils bei der Adsorption
des Proteins auf quenched brushes ist hingegen klar aus den Differenzspektren in Form
eines Peaks bei 1658 cm™ (s. Abb. IV.36) ersichtlich. An dieser Stelle kommt — wie oben
diskutiert - die stiarkere Wechselwirkung des Proteins mit dem aus starken Polyelektrolyten
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gebildeten quenched brush zum Ausdruck. Somit zeigt sich hier eine gute Uberein-
stimmung mit den experimentellen Resultaten der Adsorptionsexperimente auf der einen
Seite (s. Kap. IV.4.3), als auch zu den theoretischen Vorhersagen iiber die Triebkrifte der
Proteinadsorption auf derartigen Systemen (s. Kap. I11.1.5).

Im Gegensatz zu BSA zeigte BLG in den Adsorptionsversuchen eine zwar noch relativ
hohe, aber deutlich geringere Affinitit zu den quenched brushes. Neben einem geringeren
Adsorptionsgrad duflert sich dies vor allem darin, dass das Protein bei Erhéhung der
Ionenstirke weitgehend wieder desorbiert werden kann (s. Kap. IV.5). In Tabelle 1V.14
sind die Ergebnisse der Sekunddrstrukturanalyse fiir das Protein vor Beginn und nach
Adsorption auf den brush-Partikeln sowie nach Desorption von denselben aufgefiihrt. Der
a-Helixanteil blieb in allen drei Féllen unverdndert, wihrend der P-Faltblattanteil im
adsorbierten Zustand um 5 % erniedrigt war, sich aber nach Desorption wieder zuriick-
bildete. Allerdings kann unter Beriicksichtigung des experimentellen Absolutfehlers von
+ 4 % fiir den Helixanteil bzw. von + 3 % fiir die Faltblattstruktur von einem weitgehenden
Erhalt der Sekundérstruktur von BLG bei der Wechselwirkung mit quenched brushes aus-
gegangen werden.

In weiteren Experimenten wurde die Sekundérstruktur von RNase A untersucht, welche
zuvor auf zwei quenched brush-Systemen unterschiedlicher Morphologie adsorptiv
immobilisiert wurde. In LOsung zeichnet sich dieses Protein durch ein vollstindig
reversibles Faltungs-/Entfaltungsverhalten auf und nimmt daher diesbeziiglich eine
Sonderrolle unter den Proteinen ein. Neben dieser herausragenden Eigenschaft ist das
Protein fiir seine ausgesprochen hohe Konformationsstabilitidt bekannt (Baron ef al. 1999,
Servagent-Noinville er al. 2000). Die Analyse sollte somit die an BSA gewonnenen Er-
kenntnisse erweitern, denn BSA gilt als strukturell anpassungsfihig (Carter et al. 1994).
Weiterhin liegt der Adsorptionsgrad von RNase A auf quenched brushes zwischen den mit
BSA und BLG erzielten Werten.

In Tabelle 1V.14 sind die Resultate der Sekundérstrukturanalyse zusammengefasst. Der
B-Faltblattanteil des adsorbierten Proteins ist gegeniiber dem nativen Protein um 5 % er-
niedrigt. Hierbei ist keine Abhingigkeit vom Absorptionsgrad sowie von der Morphologie
der PS/PSS-Trégerpartikel festzustellen. Fiir den a-Helixgehalt gilt entsprechendes, wobei
sich hier gewisse Unterschiede bei den beiden guenched brush-Systemen zeigen. Im Falle
des Systems hoherer brush-Dicke (KpSS2) ist nur eine Abnahme von 1 - 2 % an
Helixstruktur zu verzeichnen, wohingegen ein Riickgang von 4 — 5 % im Falle des kurz-
kettigeren brush (KpSS1) erfolgt. Zwar liegen die Anderungen im Vergleich zum Bezugs-
protein immer noch innerhalb des experimentellen Fehlers (s. VI.4), dennoch konnte der
leichte Riickgang an Sekundérstruktur bei simtlichen untersuchten Proben (s. Tab. 1V.14)
in derselben GréBenordnung festgestellt werden.
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Tab. IV.14: Adsorption von BSA, BLG sowie RNase A auf quenched brushes: Sekundérstrukturanalyse des
Proteins im nativen und adsorbierten Zustand sowie soweit moglich nach Desorption von den Latexpartikel.
Im Falle der RNase A wurden zwei unterschiedliche PS/PSS-Kern-Schale-Latices eingesetzt (s. Tab. IV.3).
Weiterhin wurde der Adsorptionsgrad variiert.

_ adsorbierte Protein- | a-Helix [%], | B-Faltblatt [%],
Experiment
menge [mg/g SPB] FT-IR FT-IR
BSA - 67 2
BSA adsorbiertauf KpSS2 688 55 2
BLG - 14 35
BLG adsorbiertauf KpSS2 666 14 31
BLG desorbiertvon KpSS1 - 13 34
RNase A - 17 31
RNase A adsorbiert auf KpSS1 559 13 26
RNase A adsorbiert auf KpSS1 572 12 27
RNase A adsorbiert auf KpSS2 485 15 26
RNase A adsorbiert auf KpSS2 726 16 26
RNase A adsorbiert auf KpSS2 869 15 26

Bei ebenen Oberfliche wird allgemein eine adsorptionsbedingte Deformation bzw. ein
Spreiten der Proteinmolekiile auf dem Substrat beobachtet (Wertz et al. 2001, 2002,
Czeslik et al. 2001, 2003, Jackler et al. 2002, Fragneto et al. 2000). Eine Modifizierung der
Oberflache durch dicht gepackte Polyelektrolytbiirsten kann, wie die obigen Ergebnisse
gezeigt haben, hingegen zu einer schonenderen Immobilisierung des Proteins herange-
zogen werden. Lediglich im Falle der Adsorption von BSA auf quenched brushes lie3 sich
eine signifikante Abnahme an Helixstruktur ausmachen. Bei Immobilisierung des Proteins
auf den annealed brushes blieben hingegen Sekundarstrukturanderungen aus.

Da sich der Adsorptionsgrad von BSA auf annealed brushes in einem vergleichbaren
Rahmen zu RNase A auf quenched brushes bewegt, scheint es auf den ersten Blick {iber-
raschend, dass im Vergleich zum strukturell adaptiveren BSA (Carter et al. 1994) groBBere
Sekundérstrukturdnderungen im Falle von RNase A auftreten. Ein Erkldrungsansatz hierfiir
ist, dass die Proteine bei der Adsorption auf den brushes weitgehend ihre native Sekundir-
struktur behalten. Dennoch scheinen geringe strukturelle Anpassungen der Proteine an ihre
Umgebung innerhalb des brush zu erfolgen. Bedingt durch eine relativ flexible Tertidr-
struktur (Carter ef al. 1994) kann Albumin mit den Polyelektrolytketten des brush unter
fast vollstdndigem Erhalt seiner Sekundirstruktur in Wechselwirkung treten (vgl. Kap.
1V.6.4). Strukturelle Anpassungen globuldrer Proteinen wie RNase A scheinen hingegen

sowohl mit Anderungen in der Sekundir- als auch in der Tertidrstruktur verbunden zu sein.
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IV.6.2 Temperaturinduzierte Entfaltung freier und adsorbierter RNase A

Die frithe Aufkldrung der Aminosduresequenz sowie der dreidimensionalen Struktur hat
Ribonuklease zu einem Modellsystem zur Untersuchung der Proteinfaltung werden lassen
(Raines 1998). Das Protein besitzt zudem die Fihigkeit nach thermisch induzierter
Denaturierung wieder in seine native Konformation zuriickzufalten (Chatani et al. 2001).
Die vorherrschenden Strukturmerkmale des Proteins sind ein vierstrangiges antiparalleles
B-Faltblatt neben drei kurzen a-Helixbereichen (Raines 1998). Insgesamt sind 17,7 % der
124 Aminosduren des Proteins an der Ausbildung der a-Helix- sowie 31,5 % an der Aus-
bildung der -Faltblatt (PDB, http://www.rcsb.org/pdb/) beteiligt. Die hohe Stabilitéit des
Proteins ist auf vier Disulfidbriicken zuriickzufiihren, was eine auBergewéhnlich hohe
Anzahl fiir ein Protein dieser GroBe darstellt (Scheraga et al. 2001).

Im Vordergrund der Entfaltungsstudien des Proteins stand in den letzten Jahrzehnten die
Frage, ob die Proteinfaltung nach einem einfachen Zweizustandsmodell erfolgt oder aber
iiber teilentfaltete Zwischenstufen verlduft. Ein weiterer zentraler Punkt war die Frage nach
der Reststrukturierung des Proteins im denaturierten Zustand. Die kinetischen Unter-
suchungen hierzu wurden iiber H/D-Austausch in Kombination mit 2D-"H-NMR-
Spektroskopie gefiihrt (Robertson et al. 1991, Kiethaber et al. 1996, Neira et al. 1997).
Yamamoto et al. (1991) sowie Fabian et al. (1993) untersuchten das Entfaltungs-/Riick-
faltungsverhalten der A-, S- und T-Spezies der Ribonuklease mittels FT-IR-Spektroskopie.
Aufgrund der hohen Sensitivitdt in bezug auf B-Faltblattstrukturen eignet sich diese
Methode hervorragend zur Untersuchung derartiger Fragestellungen (Raines 1998).

RNase A und T zeigen dabei in wissriger Losung ein vollstindig reversibles Faltungsver-
halten, wihrend die Entfaltung bei der S-Form irreversibel verlduft. Das unterschiedliche
Verhalten ist umso bemerkenswerter, da die A- und die S-Spezies nahezu identische
Sekundirstrukturen im nativen Zustand aufweisen. Der wesentliche Unterschied ist ein
proteolytisch wirksames aktives Zentrum zwischen Ala-20 und Ser-21 bei RNase S, was
die thermische Stabilitéit reduziert (Yamamoto et al. 1991). Bei zahlreichen Proteinen war
im Bereich niedriger Proteinkonzentration mit Hilfe anderer Techniken ein reversibles
temperaturinduziertes Entfaltungsverhalten feststellbar. Jedoch fithrte der fiir IR-
spektroskopische Untersuchungen erforderliche Konzentrationsbereich unweigerlich zur
Ausbildung intermolekularer B-Faltblattstruktur aufgrund einer Aggregation der Proteine
(,,B-Aggregation®). Das Ausbleiben dieses Effekts bei RNase A und T wurde auf eine
Stabilisierung des denaturierten Zustands durch zwei der vier Disulfidbriicken des
Molekiils zuriickgefiihrt. Hierdurch bleiben lokal geordnete Bereiche im entfalteten Protein
auch bei hohen Temperaturen bestehen, was eine inter- sowie intramolekulare ,,[3-
Aggregation” verhindert (Fabian ef al. 1993).
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Abb. 1V.37: Temperaturinduzierte Entfaltung/Riickfaltung von RNase A in 10 mM CHES-Puffer (pH 9,3):
Zur besseren Unterscheidung der einzelnen Spektren gibt das obere Diagramm den Aufheizzyklus, das untere
den Abkiihlzyklus wieder (blau: 25°C, rot: 35°C, schwarz: 45°C, griin: 55°C, hellblau: 65°C, violett: 75°C).
Die Entfaltung/Riickfaltung des Proteins erfolgt zwischen 55 und 65°C, was sich in einer Verschiebung bzw.
einem Riickgang der Absorption des Maximums der Amid-I-Bande (1600 — 1700 cm™) #uBert (vgl. Abb.
V.41 bzw. IV.40).
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Im vorherigen Kapitel wurde auf adsorptionsbedingte Anderungen in der Sekundirstruktur
der RNase A bei Raumtemperatur eingegangen. Im folgenden soll das temperatur-
induzierte Entfaltungs-/Riickfaltungsverfalten sowohl des adsorbierten Proteins, als auch
des freien Proteins in Losung betrachtet werden. Zu letzterem wurde eine Losung von
19,76 mg/ml des Proteins in 10 mM CHES-Puffer (pH 9,3) hergestellt. Die Proteinlosung
wurde in Stufen von 10°C von 25°C auf 75°C erwdrmt. AnschlieBend wurde die
Probelosung analog von 75°C auf 25°C heruntergekiihlt. Bei jeder Stufe wurden nach einer
Temperierungsphase von 5 Minuten IR-Spektren aufgenommen. Abbildung IV.37 gibt die
erhaltenen Proteinspektren des Autheiz- sowie des Abkiihlzyklus wieder. Da sich die
entsprechenden Spektren beider Zyklen nahezu nicht voneinander unterscheiden, bestétigt
sich an dieser Stelle bereits qualitativ die Reversibilitdt der Proteinfaltung auch bei hoher
Proteinkonzentration. Zudem lassen sich die IR-Spektren aufgrund ihrer Form in zwei
Gruppen einteilen: So stellen die Spektren im Bereich von 25 — 55°C ein typisches IR-
Spektrum eines B-Faltblatt-reichen Proteins dar mit einem Maximum der Amid-I-Bande
um 1643 cm™'. Vereinfacht kann man sich die Form der Spektren aus der Uberlappung aus
einem auf die B-Faltblattstruktur zuriickfithrenden Peak um 1633 cm™ und einer breiten
Bande um 1646 cm” zusammengesetzt denken (Fabian et al. 1993). Letztere ist durch
ungeordnete Strukturbereiche (random coil) im Protein bedingt. Nach der oberhalb 55°C
einsetzenden Entfaltung des Proteins und dem damit verbundenen Abbau der Faltblatt-
struktur, wird diese Bande zum allein dominierenden Merkmal der Spektren. Das
Maximum der Amid-I-Bande liegt nun bei 1657 — 1660 cm” (vgl. Abb. 1V.37). In Uber-
einstimmung mit fritheren Arbeiten (Fabian ez al. 1993) ist der Abbau der Faltblattstruktur
nicht von einer Zunahme an ungeordneter Struktur begleitet. Dagegen ist die Ausbildung
einer leichten Schulter bzw. eines Maximums im Differenzspektrum (s. Abb. IV.39) um
1678 cm™ zu erkennen, was auf Entstehung schleifenartiger Struktur zuriickgefiihrt werden
kann (vgl. Tab. I11.2).

Die Beobachtung eines Spektrensatzes unterhalb sowie oberhalb der Entfaltungstemperatur
von 55-65°C spricht fiir einen Ablauf der Entfaltung nach einem Zweizustandsmodell in
Analogie zu fritheren Untersuchungen mittels FT-IR-Spektroskopie (Yamamoto ef al.
1991, Fabian ef al. 1993). Nach Robertson ef al. (1991) und Scheraga et al. (2001) sollten
im thermischen Gleichgewicht nur zwei Zustéinde besetzt werden konnen, der des nativen
sowie des denaturierten Proteins. Die Differenz der freien Energie beider Zusténde
bestimmt die Stabilitdt des Proteins. Bei kinetischen Studien mittels H/D-Austausch
wurden hingegen Zwischenstufen des Proteins bei der Entfaltung festgestellt (Neira et al.
1997, Kiethaber et al. 1996). Diese Intermediate sollen dem nativen Zustand in der
Sekundérstruktur gleichen. Sie sind somit nicht mit der IR-Spektroskopie vom nativen
Zustand zu unterscheiden. Die Zwischenstufen zeichnen sich in strukturellen Fluktuationen
verbunden mit der freien Rotierbarkeit der Seitenketten aus, welche bei Erreichen der

Ubergangstemperatur zunehmen. Raines (1998) weist auf die Existenz zweier entfalteter
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Zustinde des Proteins hin: Bei schneller Entfaltung geht das Protein in einen Zustand tiber,
aus welchem es schnell wieder zuriickfalten kann. Bei zeitlicher Verzogerung des Ent-

faltungsvorgangs erfolgt hingegen eine langsame Riickfaltung des Proteins.

Zur Untersuchung des Entfaltungsverhaltens des adsorbierten Proteins, wurde eine zur
Adsorptionsisotherme in Abbildung 1V.26 gehorige Probe herangezogen. Als Trager-
system fungierte das quenched brush-System KpSS1 auf welchem 559 mg RNase A pro
Gramm Latexpartikel adsorbiert wurden. Als Dispersionsmedium diente 10 mM CHES-
Puffer (pH 9,3). Analog zur Herangehensweise beim freien Protein wurden IR-Spektren im
Temperaturbereich von 25 — 75°C aufgenommen. Zusétzlich wurden die Spektren des
Protein-freien Latex bei den jeweiligen Messtemperaturen aufgezeichnet. Bedingt durch
die thermische Ausdehnung der Latexpartikel ergaben sich Unterschiede in der durch die
Partikel verdrangten Wassermenge (s. [V.6.1.2).

Abbildung IV.38 zeigt die nach Abzug der Triagerpartikelspektren erhaltenen Spektren des
adsorbierten Proteins. Die Entfaltung des adsorbierten Proteins erfolgt im Vergleich zum
freien Protein bei einer niedrigeren Ubergangstemperatur. Zudem findet nur eine minimale
Riickfaltung des Proteins statt. Die Irreversibilitdt der Entfaltung des adsorbierten Proteins
ist nicht iberraschend, entstehen doch bei der Entfaltung der globuldren Struktur
zusdtzliche Kontaktstellen zum Substrat. Zudem wird eine optimierte Ausrichtung der
Kontaktstellen zu den Polyelektrolytketten und damit eine zusitzliche Erhohung der
Bindungsstirke des Proteins an den brush moglich.

Im folgenden soll nun eine detaillierte Analyse der Entfaltung der RNase A erfolgen. Dazu
wurde jeweils das Spektrum des Proteins bei 25°C von den Spektren des Heizzyklus
abgezogen. Anderungen in der Zusammensetzung des Proteins aus den einzelnen Struktur-
elementen und damit in der Sekundirstruktur lassen sich in derartigen Differenzspektren
qualitativ analysieren (s. Abb. IV.39). Aus den Differenzspektren des freien Proteins sind
im Bereich von 25 — 55°C keine groBere Anderungen in der Sekundérstruktur ersichtlich.
Zwischen 55 und 65°C macht sich die Entfaltung der B-Faltblattstruktur in einer negativen
Bande bei 1637 cm™ bemerkbar. Daneben tauchen zwei positive Banden bei 1678 sowie
1697 cm™ mit einem dazwischenliegenden Minimum bei 1691 cm™ auf. Yamamoto ef al.
(1991) fiihrten dies auf eine breite positive Bande um 1660 cm” zuriick, welche von einer
scharfen negativen Bande um 1690 cm™ iiberlagert wird. Letztere ist wie die Bande bei
1637 cm™ auf den Abbau der Faltblattstruktur zuriickzufiihren. Die breite positive Bande
wurde ungeordneten Strukturbereichen zugeschrieben. Allerdings wurde von Fabian et al.
(1993), welche sehr detaillierte Strukturanalysen an RNase T durchgefiihrt haben, die
Zunahme an irreguldrer Struktur ausgeschlossen und die Bande auf schleifenartige

Konformationen zurtickgefiihrt.
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Abb. 1V.38: Temperaturinduzierte Entfaltung/Riickfaltung auf KpSS1-Partikeln adsorbierter RNase A: Zur
besseren Unterscheidung der einzelnen Spektren gibt das obere Diagramm den Aufheizzyklus, das untere den
Abkiihlzyklus wieder (blau: 25°C, rot: 35°C, schwarz: 45°C, griin: 55°C, hellblau: 65°C, violett: 75°C). Das
adsorbierte Protein entfaltet zwischen 45 und 55°C, was sich in einer Verschiebung bzw. einer Abnahme der
Absorption des Maximums der Amid-I-Bande (1600 — 1700 cm™) bemerkbar macht (vgl. Abb. IV.41 bzw.
1V.40). Die beim freien Protein beobachtete Riickfaltung des Proteins bleibt im adsorbierten Zustand nahezu

aus (unten).
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Abb. 1V.39: Temperaturinduzierte Entfaltung von freier RNase A in 10 mM CHES-Puffer (oben) sowie von
auf KpSS1-Partikeln adsorbierter RNase A (unten): Differenzspektren der Messungen bei 35°C (rot), 45°C
(schwarz), 55°C (griin), 65°C (hellblau), 75°C (violett) zum Spektrum des Proteins bei 25°C. Zum besseren
Vergleich wurde das Bezugsspektrum bei 25°C (blau) sowie das Spektrum der entfalteten RNase A bei 75°C
(grau) aufgetragen. Die Zunahme des ,negativen® Peaks bei 1635 — 1639 cm™ spiegelt den beim freien
Protein ab 55°C, beim adsorbierten Protein bei 45°C sprunghaft einsetzenden Abbau der B-Faltblattstruktur

wieder.
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Aus der Bande um 1637 cm™ der Differenzspektren der adsorbierten RNase A (s. Abb.
IV.39) geht ebenfalls klar der thermisch-induzierte Abbau der Faltblattstruktur hervor,
wobei eine Absenkung der Ubergangstemperatur um 10°C feststellbar ist. Die friihere
Entfaltung im Falle des adsorbierten Proteins ist auf das oben diskutierte Bestreben des
Proteins zuriickzufiihren, seine Wechselwirkung mit den Polyelektrolytketten zu

optimieren.
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Abb. IV.40: Riickgang der Absorption bei 1643 cm™ (Position des Maximums des nativen Proteins) als MaB
fiir die Entfaltung von RNase A: Das freie Protein (blau) zeigt ein reversibles Entfaltungsverhalten mit einem
Ubergang zwischen 55 und 65°C. Nach Adsorption (rot) entfaltet das Protein irreversibel zwischen 45 und
55°C.

Zur genaueren Bestimmung der Ubergangstemperatur bzw. zur Verdeutlichung des Ent-
faltungsvorganges wurden die Absorption bei 1643 cm™ (s. Abb. IV.40) sowie die Lage
des Maximums der Amid-I-Bande (s. Abb. IV.41) gegen die Messtemperatur aufgetragen.
Beide MessgroBen stellen ein Mall fiir den Grad der Entfaltung der RNase A dar
(Yamamoto et al. 1991, Fabian et al. 1993). Beiden Auftragungen ist die Reversibilitit der
Entfaltung des freien Proteins mit einer Ubergangstemperatur zwischen 55 und 65°C zu
entnehmen. Nach Adsorption des Proteins auf die brush-Partikel setzt die Entfaltung bei

niedrigeren Temperaturen ein und verlduft irreversibel. Lediglich eine leichte Zunahme in
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der Absorption bei 1643 cm™ ist nach Wiederabkiihlen der Probe festzustellen (s. Abb.
IV.40), was auf eine geringfiigige Riickfaltung einzelner Bereiche des Proteins schlieen

l4sst.
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Abb. IV.41: Verschiebung des Maximums der Amid-I-Bande (1600 — 1700 cm™) bei der Entfaltung der
RNase A: Aus der Auftragung geht die reversibel oberhalb 55°C ablaufende Entfaltung des freien Proteins
(blau) hervor, wihrend das adsorbierte Protein (rot) irreversibel bei einer niedrigeren Ubergangstemperatur
entfaltet.

Diese Beobachtungen werden durch die Sekundérstrukturanalyse bestitigt (s. Abb. V.42
und Tab. IV.15). Die Helixstruktur entfaltet oberhalb der Ubergangstemperatur beim freien
wie auch beim adsorbierten Protein vollstindig. Im Falle des freien Proteins stimmen die
a-Helixanteile wie auch die pB-Faltblattanteile bei den entsprechenden Temperaturen im
Heiz- und Kiihlzyklus im Rahmen des experimentellen Fehlers iiberein. Beim adsorbierten
Protein hingegen bildet sich nach Entfaltung lediglich die Helixstruktur unterhalb 45°C
teilweise zuriick. Oberhalb der Entfaltungstemperatur bleibt sowohl beim freien, als auch

beim adsorbierten Protein jeweils ein signifikanter Anteil an Faltblattstruktur erhalten.

In verschiedenen Veroffentlichungen wurde darauf hingewiesen, dass im denaturierten

Zustand der Ribonuklease keine vollstindige random coil-Konformation vorliegt
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(Robertson et al. 1991, Neira et al. 1997, Scheraga et al. 2001). So wurde experimentell
ein kleinerer Gyrationsradius beobachtet, als es fiir eine derartige Konformation zu
erwarten wire (Neira et al. 1997, Scheraga et al. 2001). Weiter sollte die Ausbildung eines
aufgeweiteten Zufallsknduels nur in einem guten Losungsmittel erfolgen, in dem alle
Gruppen des Proteins solvatisiert vorliegen. Da Wasser dies nicht leisten kann, lassen sich
intramolekulare Wechselwirkungen, beispielsweise zwischen hydrophoben Gruppen, nicht
ganzlich ausschalten. Zudem wurde argumentiert, dass zur Denaturierung eines Proteins
keine zwangsldufige Entfaltung des Gesamtproteins erforderlich sei, sondern eine Stérung
in der Packungsdichte der Strukturelemente ausreichend sei. In diesen Zusammenhang
wurden auch Studien mittels CD-Spektroskopie angefiihrt, in denen ein Erhalt von bis zu
50 % der Helixstruktur in der entfalteten Ribonuklease festgestellt wurde (Robertson ez al.
1991). Diese Beobachtung steht allerdings in Widerspruch zur obigen Analyse und zu
weiteren IR-Studien (Fabian et al. 1993) sowie zu kalorimetrischen Daten (Robertson ef al.
1991).
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Abb. 1V.42: Verlauf des o-Helix- (blau) bzw. des [B-Faltblattgehaltes (rot) wihrend der temperatur-
induzierten Entfaltung von RNase A: Das freie Protein (offene Symbole) zeigt oberhalb 55°C eine
kooperative Entfaltung beider Strukturelemente und gewinnt nach Abkiihlung seine native Sekundérstruktur
zurlick. Das adsorbierte Protein (ausgefiillte Symbole) entfaltet bereits oberhalb 45°C ebenfalls kooperativ.

Allerdings verlduft die Entfaltung in diesem Falle irreversibel.
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Der teilweise Erhalt der B-Faltblattstruktur im denaturieren Protein diirfte wohl darauf
zurtickzufiihren sein, dass die Disulfidbriicken die Ausbildung einer reinen Zufallsknéuel-
struktur verhindern. Dadurch lieBe sich eine lokal geordnete entfaltete Struktur
stabilisieren. Dies wiirde die auBlergewohnliche thermische Resistenz des Molekiils sowie

das Ausbleiben einer intra- bzw. intermolekularen ,,3-Aggregation® erklaren.

Aus den Abbildungen 1V.40 , IV.41 sowie 1V.42 geht, wie bereits oben diskutiert wurde,
hervor, dass sich die Entfaltung der freien wie der adsorbierten RNase A iiber ein einfaches
Zweizustandsmodell beschreiben ldsst. Entsprechendes gilt fiir die Riickfaltung des freien
Proteins. Unter Annahme eines thermischen Gleichgewichts zwischen dem gefalteten und
entfalteten Zustand lassen sich unter Zuhilfenahme einer von Heyn er al (1981)
beschriebenen Methodik die Ubergangstemperaturen und die zugehorigen Van’t Hoff-
Enthalpien bestimmen (Fabian ef al. 1993). Hierzu werden die Werte bei niedriger sowie
hoher Temperatur einer linearen Extrapolation iiber den gesamten Temperaturbereich
unterzogen. Der Anteil an entfalteten Proteinmolekiilen 6 wird durch Normalisierung der
experimentellen Daten erhalten und tiber den gesamten Temperaturbereich aufgetragen.
Die Ubergangstemperatur 7, ergibt sich aus dem Punkt der Kurve, an dem die Hilfte der
Proteine (6= 0,5) entfaltet vorliegt. Die Van’t Hoff-Enthalpie erhélt man iiber die Steigung

an diesem Punkt:

AHw =4 R T (j—?j (4-1)
Te

4. Van’t Hoff-Enthalpie
Gaskonstante
Ubergangstemperatur
Anteil an entfalteten Proteinen (0 < < 1)

Be N AL

Temperatur

Die Ableitung der Van’t Hoff-Enthalpien des freien Proteins erfolgte sowohl aus der Auf-
tragung der Absorption bei 1643 cm™ (s. Abb. IV.40), als auch der Position des Maximums
der Amid-I-Bande (Abb. IV.41) gegen die Messtemperatur. Hierbei ergab sich fiir die Ent-
faltung des Proteins eine Ubergangstemperatur von 63°C * 1°C sowie eine Van’t Hoff-
Enthalpie von 428 kJ mol’ + 50 kJ mol”’. Im Rahmen des experimentellen Fehlers
stimmen diese Werte mit den Ergebnissen fiir die Riickfaltung des Proteins {iberein (7, =
62°C £+ 1°C bzw. AH,; = 424 k] mol™! + 50 kJ mol'l). Da Van’t Hoff-Enthalpien ein Mal3
fiir die Kooperativitit des Prozess darstellen (Winter ef al. 1998), erfolgt die Ent- bzw. die
Riickfaltung des Proteins mit derselben Kooperativitit. Im Falle von RNase T hingegen
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wurde eine hohere Kooperativitidt der Riickfaltung festgestellt (Fabian ef al. 1993). Die
experimentell bei pH 9,3 erhaltene Ubergangstemperatur von 63°C stimmt mit mittels
optischer Rotation bei pH 7 und vergleichbarer Fremdsalzkonzentration erhaltenen Werten
von 62°C (von Hippel et al. 1965) liberein.

Die entsprechende Analyse fiir das adsorbierte Protein erfolgte ausschlieflich aus der
Absorptionsabnahme bei 1643 cm™ (s. Abb. 1V.40). Das Auftreten eines Doppel-
maximums im IR-Spektrum bei 45°C (s. Abb. IV.41) wiirde einen fritheren Ubergang
vortduschen, wenn die Position des Maximums der Amid-I-Bande herangezogen wiirde.

Es resultiert eine Ubergangstemperatur von 50°C + 1°C sowie eine Van’t Hoff-Enthalpie
von 217 kJ mol™ + 50 kJ mol”. Der relativ groBe Absolutfehler in der Enthalpiebe-
stimmung ist auf die geringe Anzahl an Messpunkten zuriickzufithren. Dennoch resultiert
eine signifikante Absenkung der Van’t Hoff-Enthalpie bedingt durch die Wechselwirkung
der RNase A mit den Polyelektrolytketten der brushes. Da sich die Van’t Hoff-Enthalpie
aus dem Produkt der kalorimetrischen Enthalpie und der Kooperativitit des Ubergangs
ergibt (Winter et al. 1998), ldsst sich dieser Effekt zum einen auf eine Destabilisierung des

Proteins oder auf eine Erhéhung der Kooperativitédt der Entfaltung zurtickfiihren.

Tab. IV.15: Ergebnisse der Sekundéirstrukturanalyse tiber die FT-IR-Spektren in Abb. IV.37 und Abb.
IV.38: Die mit T gekennzeichneten Temperaturen gehdren dem Heizzyklus (25°C — 75°C), die mit {
markierten Temperaturen dem Kiihlzyklus(75°C — 25°C). Im entfalteten Zustand des Proteins wurden im
Rahmen des experimentellen Fehlers zum Teil negative Werte fiir den a-Helixgehalt erhalten, welche auf

Null gesetzt wurden.

Temperatur RNase A in Losung RNase A adsorbiert auf KpSS1
[°C] a-Helix B-Faltblatt a-Helix B-Faltblatt
2571 18 30 12 28
357 16 28 11 23
4571 14 28 7 21
557 14 26 0 8
6571 2 11 0 8

75 0 8 0 4
654 0 13 0 9
550 11 24 0 8
451 14 27 0 8
354 16 27 2 10
251 18 29 5 8
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IV.6.3 Sekundérstrukturanalyse mittels CD-Spektroskopie

Neben der in Kapitel 1V.6.1 vorgestellten Sekundérstrukturanalyse geloster Proteine
mittels Infrarotspektroskopie sind entsprechende Analysen unter Ausnutzung des Circular-
dichroismus (CD) méglich (s. Kap. I11.2.1). FT-IR- und CD-Spektroskopie sind aufgrund
der zur Verfiigung stehenden Methoden zur Ableitung der Strukturinformation aus den
erhaltenen Spektren mit dhnlichen Pramissen behaftet (Surewicz et al. 1993). Allgemein
gilt die FT-IR-Spektroskopie als die empfindlichere Methode in bezug auf B-Faltblatt-
struktur. Die CD-Spektroskopie kann entsprechendes fiir a-Helixstruktur in Anspruch
nehmen. Damit bot sich die Kombination beider Methoden in der vorliegenden Arbeit an,
zumal die potentiellen Fehlerquellen beider Methoden voneinander unabhéngig sind.

Leider sind aufgrund der starken Absorption und Streuung von UV-Licht an Latexpartikeln
keine CD-Studien der adsorbierten Proteine moglich. Daher beschréinkt sich die hier vorge-
stellte Untersuchung auf das Protein vor Beginn der Adsorptionsexperimente sowie nach
Desorption und Abtrennung von den Latexpartikeln. Diese Experimente wurden an
Dansyl-gelabeltem BSA (DanBSA2, s. V1.3.10) durchgefiihrt, welches in 10 mM MES-
Puffer (pH 6,1) liber einen Konzentrationsbereich von 0,02 — 0,5 mg/ml gelost wurde. Die
Verwendung des fluoreszenzmarkierten Proteins diente dazu, um eine bessere Vergleichs-
moglichkeit zu den Strukturuntersuchungen mittels Fluoreszenzspektroskopie zu gewihr-
leisten (s. Kap. 1V.6.4). Aufgrund des geringen Markierungsgrads des Proteins von 1,2
Dansylfluorophoren pro Proteinmolekiil zeigten sich bei den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimenten keine Unterschiede im Vergleich zum unmarkierten Protein
(vgl. Kap. IV.3 und Tab. IV.12). Das desorbierte Dansyl-markierte BSA wurde iiber eine
gezielte Erhohung der lonenstirke vom annealed brush KpS13 freigesetzt (s. VI.2.3). Des
weiteren wurden Vergleichsexperimente am Ausgangsprotein bei pH 3,4 durchgefiihrt.

Die Abbildungen 1V.43 und 1V.44 geben die erhaltenen Spektren tiber einen Temperatur-
bereich von 10 — 60°C wieder. Ein Vergleich dieser Spektren mit den Einzelkomponenten-
kurven in Abbildung V1.9 zeigt, dass sowohl die Struktur des Proteins vor und nach der
Adsorption auf den brush-Partikeln von helikalen Bereichen geprégt ist. Jedoch ist eine
signifikante Abnahme der molaren Elliptizitdt bei 195 nm festzustellen, welche auf einen
leichten Riickgang an a-Helixstruktur nach dem Adsorptions-/Desorptionsprozess hin-
deutet.

Wie in Kapitel VI.3.9 beschrieben, wurden die CD-Spektren mittels CCA (convex
constraint-Analyse) in die jeweiligen Einzelbeitrdge von a-Helix, -Faltblatt, Schleifen
sowie Zufallsknduel zerlegt. Die Anteile der einzelnen Sekundérstrukturmerkmale des
Ausgangsproteins bei pH 6,1 bzw. 3,4 sowie derselben Proteincharge nach Durchlaufen
des kompletten Adsorptions-/Desorptionszyklus sind in Tabelle IV.16 zusammengestellt.
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Abb. IV.43: CD-Spektren von BSA vor Adsorption (oben) sowie nach Desorption und Isolierung vom
annealed brush KpS13 (unten): Die Spektren wurden iiber einen Temperaturbereich von 20 — 60°C aufge-
nommen (dunkelblau: 20°C, rot: 30°C, schwarz: 40°C, griin: 50°C, hellblau: 60°C). Die Spektren bei 20°C

weisen ein fiir a-Helix-reiche Proteine charakteristisches Aussehen auf.

Der a-Helixgehalt des Ausgangsproteins bei pH 20°C von 68 % zeigt eine ausgezeichnete
Ubereinstimmung mit dem mittels FT-IR-Spektroskopie bei 25°C erhaltenen Wert von
67 % (s. Tab. IV.12) sowie Werten aus Proteindatenbanken von 67,7 % (PDB,

106



Allgemeiner Teil

http://www.rcsb.org/pdb/). Mit steigender Temperatur nimmt dieser Anteil stetig auf 48 %
bei 60°C ab. Dies wird durch eine Zunahme der Anteile an B-Faltblatt bzw. Zufallsknéuel
kompensiert. Der hohere Anteil an B-Faltblattstruktur bei hoheren Temperaturen resultiert
in der Ausbildung intermolekularer P-Faltblattstruktur aufgrund einsetzender Protein-
aggregation (Green et al. 1999, Peters 1985). Die intermolekulare Ausbildung von
B-Faltblattstruktur wurde auch bei anderen Proteinen mittels FT-IR-Spektroskopie und
Rontgenstreuung beobachtet (Meersman ef al. 2002, Panick et al. 1999).
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Abb. 1V.44: CD-Spektren von BSA bei pH 3.4 (dunkelblau: 20°C, rot: 30°C, schwarz: 40°C, griin: 50°C,
hellblau: 60°C): Bei diesem pH-Wert liegt das Protein in der F-Form vor (Carter et al. 1994).

BSA, welches auf annealed brushes adsorbiert war und wieder von den Partikeln freige-
setzt wurde, weist nahezu seine native Sekundérstruktur auf. Im Vergleich zum Ausgangs-
protein (s. Tab. IV.16) ist zwar bei 20°C ein um 11 % kleinerer a-Helixanteil feststellbar,
die Anteile bei 60°C stimmen hingegen wieder iiberein. Anderungen im Faltblattanteil
sowie eine Zunahme an ungeordneten Strukturbereichen, welche wie oben diskutiert auf
eine Aggregation bzw. eine Denaturierung des Proteins hinweisen wiirden, sind nicht fest-
zustellen. Der Verlust an Helixstruktur scheint durch die Zunahme schleifenartiger
Struktur ausgeglichen zu werden.

An dieser Stelle sei angemerkt, dass im Falle der FT-IR-Spektroskopie bei 25°C lediglich
eine Abnahme an Helixstruktur von 2 % bei derselben Proteincharge festgestellt wurde. In
Anbetracht der experimentellen Fehlerquellen der voneinander unabhéngigen Methoden ist
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dennoch eine recht gute Ubereinstimmung zu verzeichnen. Ferner muss in Betracht

gezogen werden, dass das desorbierte Protein erst nach langwierigen Ultrafiltrations-

schritten (s. VI.2.3) mit einer Gesamtdauer von bis zu 14 Tagen erhalten wurde. Aus

diesem Grunde sind strukturelle Anderungen nicht ausschlieBen, welche auf die lange

Verweilzeit in wéssriger Losung zuriickzufiihren sind.

Tab. IV.16: Sekundérstruktur von BSA zu Beginn der Adsorptionsexperimente sowie nach Freisetzung und

Isolierung von den Latexpartikeln KpS13. Zum Vergleich sind zusétzlich Werte fiir das Ausgangsprotein bei

einem reduziertem pH-Wert von 3,4 aufgefiihrt

Temperatur | Anteil des jeweiligen Sekundirstrukturelements "[%] | RMS-
[°C] o-Helix | B-Faltblatt | Schleifen | Zufallskniuel | Fehler *
BSA vor Adsorption, pH 6,1
20 68 0 27 5 1,4
30 66 3 26 1,2
40 64 5 24 7 1,2
50 59 9 22 10 1,8
60 48 17 23 12 2,6
BSA nach Desorption von den brush-Partikeln, pH 6,1
20 57 1 36 5 4,2
30 57 2 32 9 2,0
40 56 3 31 10 2,2
50 56 4 30 11 1,6
60 49 9 31 11 3,1
BSA bei pH 3,4
20 58 0 29 13 2,9
30 56 0 29 15 1,6
40 52 1 30 18 1,7
50 43 4 32 20 2,3
60 32 9 37 22 5,0

1) GroBtfehler der jeweiligen Strukturanteile: + 2 % (a-Helix), + 2 % (B-Faltblatt), + 4 % (Schleifen) sowie +
4 % (Zufallsknéuel)
2) Abweichung zwischen aufgenommenem CD-Spektrum und dem aus den daraus abgeleiteten Einzel-

komponentenkurven zusammengesetzten Spektrum (s. V1.3.9)

Der pH-Wert der duleren Umgebung der brushes ist tiber das Puffersystem auf 6,1 einge-

stellt. Der pH-Wert innerhalb der Polyelektrolytbiirsten und damit der Mikroumgebung der

adsorbierten Proteine ist jedoch im Vergleich zur dufleren Umgebung erniedrigt (s. Kap.
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IT1.1.5). Natives BSA geht bei pH-Emiedrigung unter 4,3 von der sogenannten N-Form in
die F-Form iiber. Bei pH 2,7 erfolgt ein weiterer Ubergang in die E-Form des Proteins
(Peters 1985). Die F-Form ldsst sich wahrscheinlich auf die Entfaltung einer der drei
Dominen des Proteins zuriickfithren (Carter ef al. 1994). Im Falle von annealed brushes ist
eine derart saure Umgebung der Proteinmolekiile auszuschlieBen (vgl. Kap. III.1.5).
Jedoch konnte ein Ubergang in die F-Form bedingt durch die Wechselwirkung mit den
Polyelektrolytketten dennoch bevorzugt sein. Aus diesem Grunde wurden die oben er-
wihnten Referenzexperimente am Ausgangsprotein bei pH 3,4 durchgefiihrt (s. Abb.
IV.44). Aus den Ergebnissen der Messung bei 20°C ist eine durch die pH-Erniedrigung
bedingte Abnahme an a-Helixstruktur zu erkennen, welche wiederum durch eine Zunahme
an ungeordneter Struktur kompensiert wird (Tab. IV.16). Dies ist mit der Teilentfaltung
des Proteins beim Ubergang in die F-Form konsistent (Carter ef al. 1994). Da zudem bei
Temperaturerhohung signifikante Unterschiede sowohl im Helixgehalt, als am Anteil an
ungeordneter Struktur auftreten, konnen die oben geschilderten Beobachtungen nicht auf

einen adsorptionsinduzierten Ubergang des Proteins in die F-Form zuriickgefiihrt werden.

In Ubereinstimmung mit den FT-IR-spektroskopischen Untersuchungen (s. 1V.6.1) be-
stitigen die CD-Analysen die einzigartige Fahigkeit der brushes, Proteine ohne gréBere
Eingriffe in deren Sekundérstruktur adsorptiv zu binden. Im Falle der Proteinadsorption
auf einer festen Oberfldche ist das Protein gezwungen sich an die Substratoberflache anzu-
passen, wihrend die Polyelektrolytketten der brushes aufgrund deren Flexibilitdt den

Kontakt zu den Proteinmolekiilen optimieren kdnnen.

IvV.6.4 Analyse der Tertidrstruktur mittels Fluoreszenzspektroskopie

Die IR- bzw. CD-spektroskopischen Untersuchungen ermoglichten den Zugang zur
Sekundérstruktur der Proteine sowohl im adsorbierten Zustand, als auch nach Wiederfrei-
setzung von den brushes (s. IV.6.1 u. 1V.6.3). Die gewonnenen Strukturinformationen
sollten durch eine Tertidrstrukturanalyse ergidnzt werden. Czeslik et al. (2001) machten
sich die intrinsische Fluoreszenz der Tryptophan-Einheiten in Lysozym zunutze, um die
Entfaltung des Proteins auf Silica-Partikel zu studieren. Neben Tryptophan mit einem Ab-
sorptionsmaximum bei 280 nm (Winter er al. 1998) wirden jedoch ebenfalls die
aromatischen Gruppen des Polystyrol-Kerns der brushes angeregt werden. Daher war eine
analoge Vorgehensweise nicht moglich. Es musste auf eine extrinsische Fluoreszenzsonde
zuriickgegriffen werden. Die Wahl fiel auf das Dansyl-Fluorophor, da diese Gruppe eine

auBergewohnliche Sensitivitit in bezug auf seine Umgebung zeigt. So tritt bei Erhohung
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der Polaritit oder der Hydrophilie des Losungsmittels eine starke Stokes-Verschiebung im
Emissionsspektrum des Fluorophors auf (Wang et al. 1993). Konformationsédnderungen
der Proteinmolekiile konnen daher {iber die Fluoreszenz einer an das Protein gebundenen

Dansyl-Gruppe detektiert werden.
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Abb. IV.45: Fluoreszenzspektren von Dansyl-markiertem BSA in Losung: Als Bezugspunkt dient das bei pH
6,1 und 20°C aufgenommene Spektrum des Proteins vor Beginn der Adsorption (dunkelblau). Das Spektrum
des von den brush-Partikeln wieder freigesetzten Proteins (rot) ist bei den gleichen Versuchsbedingungen
leicht rotverschoben. Eine deutlich héhere Rotverschiebung weist hingegen das Spektrum des adsorbierten
Proteins auf (griin). Zusitzlich sind Spektren des Ausgangsproteins bei pH 3,7 und 20°C (schwarz) sowie im
thermisch denaturierten Zustand bei pH 6,1 und 75°C (hellblau) aufgetragen. Sdmtliche Spektren sind auf
ihrem Maximalwert normiert.

Die kovalente Anbindung des Fluorophors an die BSA-Molekiile erfolgte nach einer von
Wang et al. (1993) beschriebenen Methodik (s. V1.3.10). Die Anregung des Fluorophors
erfolgte bei 340 nm. Das Maximum der Fluoreszenzbande des Dansyl-markierten BSA
liegt bei 445 nm (s. Abb. 1V.45). Bei Temperaturerh6hung verschiebt sich das Maximum
zu hoheren Wellenldngen und ist bei 75°C bei 505 nm lokalisiert. Die Rotverschiebung des
Emissionsspektrums von 60 nm kann auf eine Zunahme der mittleren Polaritdt der
unmittelbaren Umgebung der Fluorophore zuriickgefiihrt werden, welche wiederum durch

die thermische Entfaltung des Proteins hervorgerufen wird.
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Zur Untersuchung adsorptionsinduzierter Einfliisse auf die Proteinstruktur wurde Dansyl-
markiertes BSA mit KpS13-Partikeln (annealed brush) im Verhiltnis 0,4 : 1 in 10 mM
MES-Puffer (pH 6,1) inkubiert. Im Gegensatz zu anderen Experimenten wurde an dieser
Stelle auf eine Abtrennung von nicht-adsorbiertem Protein verzichtet. Der Anteil an freiem
Protein ist bei diesem Mischungsverhéltnis vernachléssigbar.

Wie Abbildung IV.45 zu entnehmen ist, weist das Spektrum des adsorbierten Proteins eine
starke Rotverschiebung relativ zum Spektrum des Ausgangsproteins und gleicht dem
Spektrum des thermisch-denaturierten Proteins. Dieses Ergebnis deutet auf eine durch die
Adsorption ausgeloste Storung der Tertidrstruktur des Proteins hin, wodurch Wasser-
molekiile in das Proteininnere gelangen. Es ist jedoch keineswegs aus den Ergebnissen zu
schlieBen, dass eine Denaturierung des Proteins vorliegt, wie die Sekundérstrukturanalysen
gezeigt haben (s. Kap. 1V.6.1.2 u. 1V.6.3). Die erhaltenen Fluoreszenzspektren spiegeln
vielmehr ausschlieBlich lokale Anderungen um das Fluorophor wieder. Dennoch geht aus
den Resultaten eine Anderung der Tertidrstruktur des Proteins hervor.

Die thermische Entfaltung von freiem wie adsorbierten Dansyl-BSA ldsst sich aus der
Auftragung der Fluoreszenzintensititen bei 435 nm {iber einen Temperaturbereich von 18 -
80°C verfolgen (s. Abb. IV.46). Die Intensitit des freien Dansyl-BSA zeigt einen
S-formigen Verlauf mit einem Ubergangsbereich von 60 — 63°C, welcher der Entfaltungs-
temperatur der Proteinstruktur entspricht. Dieser Temperaturbereich stimmt mit der
kalorimetrisch von La Rosa et al. (1994) bestimmten Ubergangstemperatur von 62°C fiir
BSA bei pH 7 iiberein.

Nach Adsorption des Proteins auf die brush-Partikel ist keine Temperaturabhéngigkeit der
relativen Fluoreszenzintensitdt mehr feststellbar (s. Abb. IV.46). Dies ist auf eine bereits
bei niedriger Temperatur verinderte Tertidrstruktur der adsorbierten Proteinmolekiile
zuriickzufiihren. Dadurch liegen die Dansyl-Fluorophore des adsorbierten Proteins
vollstandig hydratisiert vor, wodurch die Dansyl-Fluoreszenz nicht mehr zur Beobachtung
einer thermischen Entfaltung herangezogen werden kann.

In einem weiteren Experiment wurde adsorbiertes Dansyl-markiertes BSA durch Erh6hung
der Ionenstirke wieder von den KpSl13-Partikeln freigesetzt (s. VI.2.3) und einer
Fluoreszenzuntersuchung unterzogen. Abbildung IV.45 bzw. IV.46 ist zu entnehmen, dass
die adsorptionsbedingte Anderung der Tertidrstruktur des Proteins iiberwiegend reversibel
verlduft. Dennoch ist das Spektrum des desorbierten Proteins gegeniiber dem Spektrum des
Ausgangsproteins leicht rotverschoben, was auf eine unvollstindige Riickfaltung der
Molekiile in ihre native Tertidrstruktur hindeutet. Die Temperaturabhidngigkeit der
relativen Fluoreszenzintensitit bei 435 nm weist denselben Ubergangsbereich wie die
Kurve des Proteins zu Beginn der Adsorptionsexperimente auf (s. Abb. 1V.46). Damit
besitzt das freigesetzte Protein dieselbe Entfaltungstemperatur wie zu Beginn der
Adsorption. Zudem {iiberlappen sich die Kurven der relativen Fluoreszenzintensitit des
Proteins vor und nach der Adsorption auf den brushes oberhalb 65°C. Folglich bleibt die

111



Allgemeiner Teil

thermische Stabilitdt des Dansyl-BSA durch die zwischenzeitige Adsorption auf den

brushes unbeeinflusst.
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Abb. IV.46: Auf die Gesamtintensitdt normierte Fluoreszenzintensitdt von Dansyl-markiertem BSA bei
435 nm in Abhédngigkeit der Temperatur: Die blaue Kurve gibt den Intensitétsverlauf des Proteins vor Beginn
der Adsorption bei pH 6,1 wieder. Die Fluoreszenzintensitdt des von den brush-Partikeln wieder freige-
setzten Proteins (rot) zeigt einen dhnlichen Verlauf. Einen nahezu temperaturunabhingigen Verlauf weist
hingegen die Fluoreszenzintensitit des adsorbierten Proteins auf (griin). Als Vergleich sind die ent-
sprechenden Daten fiir das Ausgangsprotein bei pH 3,7 (schwarz) aufgetragen. Die abgeschitzten Fehler der
Intensititen betragen + 2 - 10™ fiir die Proteinldsungen bzw. = 5 - 10 bei den Messungen des adsorbierten

Proteins in wéssriger Suspension.

Um die Ergebnisse der Fluoreszenzstudien zu untermauern, waren verschiedene Kontroll-
experimente erforderlich. Zum einem wurde untersucht, ob BSA bedingt durch den
niedrigeren pH-Wert innerhalb des brush in die F-Form des Proteins tibergeht. Die
Moglichkeit eines derartigen Ubergangs wurde schon in Zusammenhang mit der CD-
Spektroskopie (s. Kap. IV.6.3) erortert. In Losung liegt die F-Form zwischen pH 2,7 und
4,3 vor (Peters 1985). Zwar sollten die Proteine im brush keine derart saure Umgebung
vorfinden, dennoch kénnte bedingt durch die Wechselwirkung mit den Polyelektrolyt-
ketten die Ausbildung der F-Form begiinstigt sein.
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Aus diesem Grunde wurden Referenzexperimente an Dansyl-BSA-Losungen bei pH 3,7
durchgefiihrt. Hierbei wurde ein Maximum der Fluoreszenzintensitdt bei 479 nm be-
obachtet (s. Abb. IV.45). Damit unterscheidet es sich vom Fluoreszenzspektrum des
adsorbierten Proteins mit einem Maximum bei 491 nm. Bereits aus diesem Experiment
geht hervor, das BSA wihrend der Adsorption nicht in die F-Form entfaltet. Dies wird
auch bei Betrachtung des Verlaufs der relativen Fluoreszenzintensitit iiber einen
Temperaturbereich von 18 - 80°C ersichtlich (s. Abb. 1V.46). Im Gegensatz zum
adsorbierten Protein entfaltet die F-Form bei pH 3,7 in zwei Stufen mit einer Zwischen-
stufe um 40 — 65°C. Wie auch die CD-Studien gezeigt haben (s. 1V.6.3), ist die
adsorptionsinduzierte Anderung der Tertidrstruktur des strukturell anpassungsfihigen
Proteins (Carter et al. 1994) somit nicht durch einen Ubergang des Proteins in die F-Form

erklédrbar.
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Abb. IV.47: Einfluss der Ionenstérke auf die Fluoreszenz von Dansyl-markiertem BSA bei 25°C und pH 6,1
(10 mM MES-Puffer). Der experimentelle Fehler der Intensititen betréigt +2 - 107,

Neben einem erniedrigten pH-Wert im Inneren des brush liegt bedingt durch die Gegen-
ionen der Polyelektrolytketten eine hohere lonenstiarke im Vergleich zum dufleren Medium
vor (vgl. Kap. IIl.1.1). Folglich musste zusédtzlich der Einfluss der lonenstirke auf die
Fluoreszenzintensitidt des Fluorophors untersucht werden. Abbildung IV.47 gibt die auf die
Gesamtfluoreszenzintensitdt normierten Fluoreszenzintensititen bei 435 nm als Funktion
der Fremdsalzkonzentration wieder. Im Bereich hoher Proteinadsorption bei lonenstirken
unter 0,1 M (s. Kap. IV.4.2) zeigt sich keine signifikante Abhédngigkeit des Fluoreszenz-
spektrums von der lonenstérke.
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Die FT-IR- und die CD-Studien (s. IV.6.1.2 bzw. 1V.6.3) lieBen Anderungen der
Sekundirstruktur bei der Adsorption von BSA auf annealed brushes ausschlieBen. Somit
kann die adsorptionsbedingte Rotverschiebung des Fluoreszenzspektrums des Dansyl-BSA
allein auf einer Anderung der Tertidrstruktur des Proteins beruhen. Im Umkehrschluss
stiitzen die Fluoreszenzstudien die These (s. 1V.6.1), dass der weitgehende Erhalt der
Sekundérstruktur des Proteins wahrend der Adsorption auf die Flexibilitdat der Tertidr-
struktur von BSA (Carter ef al. 1994) zuriickzufiihren ist.

IV.7 Visualisierung der adsorbierten Proteine mittels Konfokalmikroskopie

In Kooperation mit dem Institut fiir Nanotechnologie (INT) des Forschungszentrums
Karlsruhe sollte zur Ergidnzung der bisher vorgestellten Experimente zusétzlich ein
optischer Beleg fiir die Proteinadsorption auf den brush-Partikeln erbracht werden. Als
Methode wurde hierbei auf die am INT etablierte Technik der Laser-Scanning-Konfokal-
mikroskopie (LSCM) zuriickgegriffen (s. VI.3.11). Da hierbei letztlich die Fluoreszenz-
intensitdt der Probe detektiert wird, war der Einsatz von fluoreszenzgelabeltem Protein
erforderlich. Hierzu wurde FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-markiertes BSA (Sigma) ein-
gesetzt. Pro BSA-Molekiill waren bei der eingesetzten Proteincharge im Schnitt 10
Molekiile der extrinsischen Fluoreszenzsonde kovalent angekniipft. Das Absorptions-
maximum des Fluorophors liegt bei 495 nm. Das Maximum der Fluoreszenzintensitét ist
bei 516 nm zu beobachten (Winter et al. 1998), wobei die Fluoreszenzintensitdten sehr
stark vom pH-Wert des Losungsmittels bestimmt werden (Robeson et al. 1996).

Vor Beginn der eigentlichen konfokalmikroskopischen Untersuchungen wurde daher die
pH-Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitdt des FITC-BSA untersucht. Hierzu wurden 0,3
uM Proteinldsungen unterschiedlichen pH-Werts aber gleicher lonenstirke von 40 mM
hergestellt. Mit einem Spektrometer der Firma Jobin Yvon (FluoroMax-3) wurde die
Fluoreszenzintensitdt der Losungen bei 521 nm bestimmt, wobei das Fluorophor bei einer
Wellenlédnge von 488 nm angeregt wurde. Es zeigte sich dabei ein Maximum der
Fluoreszenzintensitit bei pH 8 (s. Abb. IV.48). Bei niedrigem pH betrug die Intensitét nur
15 - 20 % des Maximalwerts. Im Bereich von pH 5 — 8 war eine steile Zunahme der
Fluoreszenzintensitdt festzustellen. Nach Erreichen des Maximums bei pH 8 war wiederum
ein Rickgang der Fluoreszenz zu verzeichnen. Oberhalb pH 11 konnte keine Fluoreszenz
mehr beobachtet werden.

Die Fluoreszenzintensitit betrdgt bei dem durch den MES-Puffer vorgegebenen pH-Wert
von 6,1 knapp 40 % des Maximalwerts bei pH 8. Aufgrund des hohen Markierungsgrads

sowie des enormen Proteinbindungsvermogen der brushes stellte sich dies als ausreichend
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fiir konfokalmikroskopische Untersuchungen heraus. Bei letzteren erwies sich eine
kombinierte Anregung bei einer Wellenldnge von 458 nm sowie 488 nm am geeignetsten,
um sowohl eine gute Auflosung, als auch eine hohe Fluoreszenz zu erzielen. In einem
ersten Experiment wurde eine Probe der Proteincharge im trockenen Zustand auf einen
Glasobjekttriager aufgebracht und unter dem Mikroskop untersucht (Abb. IV.49). Die hohe
Fluoreszenzausbeute bestitigte zum einen die gewihlte Methodik und wies zum anderen

auf die Eignung der Proteincharge zu weitergehenden Experimenten hin.
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Abb. 1V.48: pH-Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitit von FITC-BSA bei einer Wellenldnge von 521 nm:
Die Fluoreszenzintensitidten wurden auf die maximale Fluoreszenzintensitét bei pH 8 normiert. Obwohl das
Fluorophor in mehreren protonierten Formen mit unterscheidbaren pK,-Werten vorliegen kann, zeigt sich
nach Anbindung an das Protein nur eine Ubergangsstufe im Bereich von pH 5 — 8. Oberhalb pH 11 verliert
das Fluorophor die Fahigkeit zur Fluoreszenz.

Fiir die weiteren Untersuchungen wurde eine Suspension des annealed brush KpS14 ver-
wendet, auf welchem zuvor nach der in Kapitel V.2.2 beschriebenen Methodik 756 mg
FITC-BSA (£ 714 mg BSA) pro Gramm Latexpartikel adsorptiv gebunden wurden.
Dieser Adsorptionsgrad wurde durch Zugabe von 48,6 mg FITC-BSA zu 50,0 mg Latex-
partikeln erzielt. Somit wurden 78 % des eingesetzten FITC-BSA adsorbiert.

In einem vergleichbaren Experiment mit unmarkiertem BSA wurden 90 % des Proteins auf
den KpS14-Partikeln gebunden. Dieser Unterschied ist nicht weiter iiberraschend, da das
markierte Protein durch die Konjugation mit dem Fluorophor im Schnitt 10 freie
Aminogruppen weniger aufweist. Somit stehen weniger positiv geladene Bereiche auf der

Proteinoberflache zur Verfiigung, welche mit dem brush wechselwirken konnten. Der
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beobachtete Unterschied im Adsorptionsgrad korreliert zudem mit der Anzahl der positiv

geladenen Aminoséduren beider Proteine bei pH 6,1.

Abb. 1V.49: Konfokalmikroskopische Aufnahmen (links: Reflektion, rechts: Fluoreszenz; Objektiv 50x /
Luft) einer trockenen Probe von FITC-BSA auf einer Glasoberflédche (Ausschnitt 132 um x 132 pm): Das
Protein zeigt unter den Versuchsbedingungen eine derart starke Fluoreszenz, dass eine Séttigung des Photo-
detektors resultiert (— blaue Fliache).

In einer fritheren Zusammenarbeit mit dem INT (Mei ef al. 2003) wurde bereits die
Wechselwirkung verschieden geladener brushes mit unterschiedlichen Substratoberflachen
studiert. Bei Aufbringen eines Tropfens der Suspension auf eine frisch gespaltene
Glimmeroberfliche zeigte sich eine gute Benetzung der Oberfliche durch das
Dispersionsmittel. Daher konnte nach Eintrocknung der Suspension eine relativ gleich-
mifBige Verteilung einzelner Partikel sowie zweidimensional angeordneter Partikel-
agglomerate mittels Rasterkraftmikroskopie beobachtet werden. Als weiterer Vorteil von
Glimmer als Substrat erwies sich zudem, dass er bei der gewdhlten Anregungsmethodik
keinerlei Eigenfluoreszenz zeigte.

Ein Tropfen von 20 ul einer 0,01 Gew.-%igen Suspension der mit dem fluoreszenz-
markierten Protein beladenen brush-Partikel wurde auf ein frisch gespaltenes Glimmer-
plattchen aufgebracht. Die Partikelkonzentration wurde dabei so gewihlt, dass eine Mehr-
schichtenbildung der Partikel auf der Glimmeroberflache ausblieb. Nach Eintrocknung des
Tropfens wurden konfokalmikroskopische Aufnahmen mit einem 50-fach vergroBernden
Objektiv in Luft aufgenommen (s. Abb. IV.50).
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Abb. IV.50: Konfokalmikroskopische Aufnahmen (links oben u. unten: Reflektion, rechts oben u. unten:
Fluoreszenz; Objektiv 50x / Luft) eines eingetrockneten Tropfens einer Suspension des FITC-BSA-be-

ladenen brush KpS14 auf einer Glimmeroberfliche (Ausschnitt oben: 17 pm x 17 um, unten: identische
Probenstelle nach digitalem Zoom Out: 37 um x 37 pum): In den Bereichen zwischen den Latexpartikeln ist
eine hohere Fluoreszenz als am Ort der Partikel festzustellen. Mit steigender Anzahl durchgefiihrter Scans
bleicht die Fluoreszenz sowohl zwischen den Partikel, als auch am Ort der Latexpartikel aus. Das dunkle
Quadrat im rechten unteren Bild nach zehnmaligem Abscannen der Flache erhalten.

Die Protein-beladenen Latexpartikel setzen sich in der Reflektionsaufnahme (s. Abb. IV.50
links) optisch deutlich von der Glimmeroberfliche ab. Daher ist eine gute Positionsbe-
stimmung der einzelnen Partikel moglich. Vergleichbar mit fritheren Untersuchungen an
unbeladenen brushes (Mei et al. 2003) lagern sich auch die Protein-beladenen Partikel
weitgehend zu kleineren Partikelagglomeraten auf der Glimmeroberfldche zusammen. Die
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sphérische Gestalt der einzelnen Partikel ist dennoch auch innerhalb der Aggregate
ersichtlich. Das Eintrocknen des Suspensionstropfchens auf der Substratoberfldche ist mit
einer Zunahme der Partikelkonzentration innerhalb des Tropfens verbunden. Gravitations-
krifte konnen aufgrund der PartikelgroBe ausgeschlossen werden (Kralchewsky ef al.
2000). Solange noch Wasser vorhanden ist, verhindert die elektrosterische Stabilisierung
durch die brush-Schicht die Aggregation der einzelnen Partikel. Wenn jedoch die Fliissig-
keitsschicht tiber den Partikeln weiter abnimmt, sollte aufgrund von lateralen Kapillar-
kraften eine attraktive Wechselwirkung zwischen den Partikeln vorliegen. Da die Partikel
zudem negativ geladen sind, sollte eine elektrostatische AbstoBung von der ebenfalls
negativ geladenen Glimmeroberflache erwartet werden. Dadurch wird eine Neuanordnung
der Partikel innerhalb des eintrocknenden Tropfchens moéglich (Mei et al. 2003).
Vergleicht man nun die zugehorige Fluoreszenzaufnahme mit der Reflektionsaufnahme (s.
Abb. 1V.50), ist iberraschenderweise am Ort der Protein-beladenen Partikel eine geringere
Fluoreszenz gegeniiber den Bereichen zwischen den Partikelagglomeraten festzustellen.
Wie bereits angesprochen, scheidet eine Eigenfluoreszenz der Glimmeroberfliche aus.
Daher muss dieser Effekt auf die Suspensionsprobe zuriickzufithren sein. Somit scheint
beim Eintrocknen der Suspensionsprobe zumindest ein Teil der Proteinmolekiile freige-
setzt und tiber die Glimmeroberfldche verteilt zu werden.

Bei zunehmender Anzahl durchgefiihrter Oberfldchenscans macht sich ein Ausbleichen der
Fluoreszenz sowohl im Bereich der iiber die Oberfldche verteilten Proteine, als auch am
Ort der Latexpartikel bemerkbar (s. Abb. IV.50). Eine Eigenfluoreszenz der Glimmerober-
fliche sowie der unbeladenen Latexpartikel ist bei der gewéhlten Anregungsmethodik aus-
zuschlieBen. Dieses wurde durch Referenzexperimente an unbeladenen brushes bestitigt.
Somit lédsst sich die beobachtete Fluoreszenz allein auf das markierte Protein zurtickfiihren.
Letzteres lieB erstmalig aus den konfokalmikroskopischen Untersuchungen darauf
schlieBen, dass auf den Latexpartikeln vor dem Eintrocknen tatséchlich fluoreszenz-
markiertes Protein vorlag.

Einen definitiven Aufschluss lieferte aber erst folgendes Experiment: Das Glimmer-
plattchen wurde mit entionisiertem Wasser tiberschichtet. Die anschlieBende Untersuchung
wurde mit einem Flissigkeitsobjektiv (63x) im wissrigem Medium vorgenommen. Der
Reflektionsaufnahme in Abbildung IV.51 ist zu entnehmen, dass wihrend der Benetzung
ein Grofiteil der Partikel wieder desorbiert wurde. Nur einzelne Partikel bzw.
Partikelansammlungen verblieben auf der Oberflache. Dies kann iiber die geringe Affinitét
der negativ geladenen brushes zu der gleichnamig geladenen Glimmeroberflache erklart
werden (Mei et al. 2003). Bei Betrachtung der zugehorigen Fluoreszenzaufnahme sticht
die hohe Intensitdt im Bereich der Latexpartikel hervor, wéahrend die Fluoreszenz der Um-
gebung nicht mehr wahrnehmbar ist (Abb. IV.51 rechts). Generell ist in fliissiger Phase oft
eine hohere Fluoreszenz als im trockenen Zustand zu beobachten. Im vorliegenden Fall

scheint sich dies besonders auf die Protein-beladenen Partikel auszuwirken.
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Abb. IV.51: Konfokalmikroskopische Aufnahmen (links: Reflektion, rechts: Fluoreszenz; Objektiv 63x /
Wasser) von mit FITC-BSA-beladenen KpS14-Partikeln auf einer mit Wasser iiberschichteten Glimmer-

oberfliche (Ausschnitt: 37 um x 37 um): Den Protein-beladenen Latexpartikeln ist eine hohe Fluoreszenz-

intensitit zuzuordnen.

Die Bereiche hoher Fluoreszenz lassen sich unter Einbeziehung der Reflektionsaufnahme
eindeutig den Latexpartikeln zuordnen. Somit ist kein kompletter Transfer des Proteins auf
die Glimmeroberfldche beim Eintrocknen des Suspensionstropfens erfolgt. Wahrscheinlich
wurden vielmehr nur schwécher gebundene Proteinanteile in den dufleren Schichten der
brushes freigesetzt. Die Fluoreszenz der auf den brushes gebundenen Proteinmolekiile tritt
erst bei den Experimenten in wissriger Umgebung génzlich zutage. Eventuell sind hierfiir
die verinderten Solvateinfliisse auf das Fluorophor verantwortlich. Eine Uberschichtung
der auf der Glimmeroberfliche adsorbierten Latexpartikel hat ein Anquellen der brush-
Schicht zur Folge und fiihrt daher zu zahlreichen Kontakten der Losungsmittelmolekiile zu
den Fluorophoren. Die - im Vergleich zur Umgebung - hohere Fluoreszenzintensitét, die
von den Partikeln ausgeht, ldsst sich zudem durch eine hohere Dichte an Fluorophoren

innerhalb der brushes erkliren.

IV.8 Lokalisierung der Proteine in der hrush-Schicht mittels SAXS

Die bisherigen Adsorptionsexperimente zeigten, dass brushes grolere Mengen an Protein

aufnehmen konnen, wobei der Adsorptionsgrad gezielt tiber dullere Parameter eingestellt
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werden kann. Jedoch konnte bisher keine Aussage dariiber getroffen werden, wo die
adsorbierten Proteine innerhalb der Polyelektrolytschale lokalisiert sind. Einen Aufschluss
hieriiber sollte die Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) geben.

Diese Untersuchungen wurden insbesondere an RNase A-beladenen quenched brushes
durchgefiihrt. Parallel dazu wurden weitere Experimente an BSA auf annealed brushes
durchgefiihrt. Wie schon bei den Sekundirstrukturuntersuchungen (s. Kap. 1V.6) sollte
RNase A wiederum als Modellprotein fiir konformationsstabile globuldre Proteine
fungieren, wihrend BSA flexible Proteinmolekiile reprasentieren sollte (Baron ez al. 1999,
Servagent-Noinville et al. 2000). Somit sollte ebenfalls festzustellen sein, ob die
Flexibilitdat der nativen Proteinkonformation den Ort der Adsorption innerhalb des brush
beeinflusst. Zudem sollte gekldrt werden, inwiefern die Protein-beladenen Partikel durch
ein radial-symmetrisches Modell beschrieben werden kénnen. Zur Uberpriifung der
Eignung der Methode sollte der Adsorptionsgrad bestimmt und mit den spektroskopisch

ermittelten Ergebnissen verglichen werden.

IV.8.1 RNase A in Losung

Vor Beginn der eigentlichen Streuexperimente an Protein-beladenen brushes wurde
zunichst das freie Protein in der Pufferlosung untersucht, um den Streubeitrag des Proteins
an den Protein-beladenen Latexpartikeln abschitzen zu kénnen. Hierzu wurde jeweils eine
Konzentrationsreihe von RNase A in 10 mM CHES-Puffer (pH 9,3) in einem
Konzentrationsbereich von 0,3 g/l — 1,2 g/l erstellt. UV/VIS-spektroskopische Unter-
suchungen ergaben, dass in diesem Konzentrationsbereich eine Assoziation bzw.
Agglomeration von Proteinmolekiilen ausgeschlossen werden kann.

Die Streuintensitdten der gelosten Proteinmolekiile (s. Abb. IV.52) lieBen sich mit Hilfe
des Guinier-Gesetzes nach Gleichung 3-25 (s. Kap. II.2.2) beschreiben. Protein-
konzentrationen bis zu 0,3 g/l konnten quantitativ mit der SAXS untersucht werden. Aus
der Fit-Anpassung wurde ein Gyrationsradius der RNase A von 1,27 nm erhalten. Unter
Annahme harter Kugeln ergibt sich aus der experimentell bestimmten Dichte des Proteins
von 1,28 g/cm3 + 0,03 g/cm3 (s. VL.3.13) ein Radius von 1,23 nm.

Uber die Extrapolation der Streuintensititen auf ¢ = 0 ldsst sich zudem das Molekularge-
wicht der gelosten Proteinmolekiile erhalten. Hierzu muss Gleichung 3-27 (s. Kap. 111.2.2)
um den Formfaktor P(q) ergdnzt werden:
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1(0)=K ¢ M, P(q=0) 4-2)
K: Kontrastfaktor

c: Konzentration der Probe

M,: Molekulargewicht der untersuchten Spezies

P(0):  Formfaktor bei Streuvektor Null

Wiederum zeigt sich eine ausgezeichnete Ubereinstimmung des experimentellen Werts der
Molmasse des Proteins von 13.700 g/mol mit dem aus der Aminosduresequenz
berechneten Wert von 13.683 g/mol (Chatani ef al. 2001).
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Abb. IV.52: Kleinwinkelstreukurve einer RNase A-Losung (1,2 g/1): Die experimentellen Daten (blau)
lassen sich mit einem Guinier-Fit (rote Linie) nach Gleichung 3-25 beschreiben.
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IV.8.2 Analyse des Trigersystems

Zur vollstindigen Charakterisierung der Morphologie des PS/PSS-Kern-Schale-Latex
KpSS1 wurden Rontgenstreumessungen an sdmtlichen Synthesestufen (vgl. Abb. IV.1)
vorgenommen. So wurde neben den Kern-Schale-Partikeln ebenfalls der PS-Kern K6
sowie der PS-co-HMEM-Kern Kp19 untersucht. Da die gereinigten Kernlatices nur iiber
eine geringe elektrostatische Stabilisierung durch die Initiatorreste verfiigen, war eine
allméhlich einsetzende Aggregation dieser Partikel zu beobachten. Daher wurden diese

Suspensionen ungereinigt vermessen, d. h. in Anwesenheit der das System stabilisierenden

Emulgatormolekiile.
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Abb. 1V.53: Kleinwinkelstreukurve des PS-Kernlatex K6: An die experimentellen Daten (Kreise) wurde ein
Modell basierend auf einer homogenen Kugel (rote Linie) sowie einer Kugel mit einer diinnen elektronen-
reicheren AuBenschale (blaue Linie) angepasst. Die zugehorigen radialen Verteilungen der Exzess-

elektronendichte sind im Inset aufgefiihrt.

Abbildung IV.53 gibt die Rontgenstreukurve des PS-Kerns K6 wieder. Die Streukurve mit

mehreren ausgepriagten Maxima und Minima ist typisch fiir sphérische Objekte enger
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Teilchengrofenverteilung. Daher wurde versucht, das System in erster Ndherung als
homogene Kugeln zu beschreiben. Dieses Modell liefert nur bis zu Streuvektoren
<0,2nm” eine gute Beschreibung der experimentellen Daten. Da in diesem g-Bereich
hauptsichlich die dufleren Dimensionen der Partikel erfasst werden, gibt dieses Modell
recht gut die Grofen der Latexpartikel wieder (s. Tab. IV.17). Jedoch wird die diffuse
Oberflache derartiger Latexpartikel, welche sich bei hoheren g-Werten bemerkbar macht,
nur unzureichend beschrieben (Dingenouts ef al. 1994). Neben der Oberflichenrauhigkeit
befindet sich zudem, wie oben erwihnt, eine diinne Schicht von Stabilisatormolekiilen um
die PS-Partikel. Die SDS-Molekiile fithren zu einer Erhohung des SAXS-Kontrasts der
Oberflache im Vergleich zum elektronenarmen Polystyrol. Das Modell der homogenen
Kugel wurde daher um eine diinne elektronenreichere AufBlenschale erginzt. Wie
Abbildung 1V.54 zu entnehmen ist, erlaubt dieses modifizierte Modell eine Beschreibung

des Systems iiber einen weiten g-Bereich.
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Abb. IV.54: Kleinwinkelstreukurve des PS-co-HMEM-Kernlatex Kp19: Die Anpassung der experimentellen
Daten (Kreise) erfolgte iiber ein Modell basierend auf einer homogenen Kugel mit einer elektronenreichen
Aullenschale (blaue Linie) angepasst. Das zugehorige radiale Profil der Exzesselektronendichte ist als Inset
aufgefiihrt.
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In Tabelle IV.17 sind die aus den Fit-Anpassungen erhaltenen Teilchenradien aufgelistet.
Die aus der Modellierung der Elektronendichteprofile erhaltenen Radien liegen etwas unter
dem Wert fiir den hydrodynamischen Teilchenradius der dynamischen Lichtstreuung von
56 nm. Eine Erkldrung hierfiir konnte sein, dass die dynamische Lichtstreuung die diffuse
Oberflache der Latexpartikel stiarker berticksichtigt.

Tab. IV.17: Aus der Modellierung der Elektronendichteprofile erhaltene TeilchengroBen des PS-Latex K6
sowie des PS-co-HMEM-Latex Kp19. Zum Vergleich sind zusitzlich die mittels DLS bestimmten hydro-
dynamischen Radien Ry der Partikel angegeben.

System (Modell) | Kugelradius [nm] | Schalendicke [nm] | Ry (DLS) [nm]
K6 (Kugel) 53 - 56
K6 (Kugel + Schale) 49 1 56
Kp19 (Kugel + Schale) 45 3 56

Zur Beschreibung des Systems nach Aufpolymerisation der Photoinitiatorschicht (Latex
Kp19) konnte ebenfalls auf ein Modell zuriickgegriffen werden, welches auf einer
homogenen Kugel mit einer Auenschale hoherer Elektronendichte basiert (s. Abb. 1V.54).
Die duBlere Schale ist erwartungsgeméill etwas breiter und elektronenreicher als im Falle
des Systems K6 (vgl. Tab. IV.17). Die in Kapitel IV.1.2 beschriebene Aufpolymerisation
des Photoinitiators unter starved conditions hat somit zur Ausbildung einer geschlossenen
Copolymerschicht aus den Monomerbausteinen HMEM und Styrol auf der PS-Saat
gefiihrt. Der Photoinitiator ist zudem nicht ins Innere der Saat hineindiffundiert. Dies kann
auf die oberflichenaktiven Eigenschaften des HMEM-Molekiils im Vergleich zum
wesentlich hydrophoberen Styrol zuriickgefithrt werden. Somit wurde letztlich eine
definierte Photoinitiatorschicht auf der Partikeloberflache von rund 3 nm Dicke erhalten.
Dies ist wiederum die Grundvoraussetzung zum gezielten Aufbau dicht gepackter Poly-

elektrolytbiirsten auf den Latexpartikeln.

Die weiteren Rontgenstreuexperimente erfolgten am quenched brush KpSS1, welcher nach
Aufpolymerisation linearer Polystyrolsulfonatketten aus dem PS-co-HMEM-Kem Kp19
hervorging. Zu diesen Experimenten wurden die brush-Partikel auf 10 mM CHES-Puffer
(pH 9,3) mittels Ultrafiltration (s. VI.1.6) eingestellt. Hierdurch sollte ein Vergleich zu den
Protein-beladenen Systemen ermoglicht werden, welche im selben Puffermedium
suspendiert vorlagen.

Innerhalb der brush-Schicht nimmt die Dichte der Polyelektrolytketten und damit auch die
Exzesselektronendichte radial nach auflen hin ab. Daher war die Streukurve des quenched
brush KpSS1 (s. Abb. IV.55) nicht mit einem radialsymmetrischen Kern-Schale-Modell zu

beschreiben, welches auf einer konstanten Elektronendichte innerhalb der duf3eren Schale
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beruht. Daher wurde versucht, die brush-Schicht in Form von fiinf Einzelschalen jeweils
konstanter Elektronendichte zu modellieren. Die Dicke der Einzelschalen konnte dabei um
einen konstanten Streckfaktor nach auflen hin zunehmen bzw. abnehmen. Der PS-Kern

wurde wiederum als homogene Kugel angenommen.
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Abb. IV.55: Streuintensititen des PS/PSS-Kern-Schale-Latex KpSS1 (blaue Kreise) verglichen mit der
Modellanpassung (blaue Linie). Letztere setzt sich aus den Beitrdgen des radialsymmetrischen Modells (rote
Linie) sowie des Ornstein-Zernicke-Terms (griine Linie) zusammen. Das zugehorige radiale Profil der

Exzesselektronendichte ist als Inset aufgefiihrt.

Aus Abbildung IV.55 geht hervor, dass dieses Modell eine gute Beschreibung des Systems
fir ¢ < 0,3 liefert. Im Bereich groBerer Streuvektoren ist jedoch eine zunehmende
Abweichung festzustellen. Dieser Effekt wurde bereits bei Latices mit einer Mikrogel-
schale beobachtet und konnte dort durch Netzwerkfluktuationen erkldrt werden
(Seelenmeyer et al. 2001). Im vorliegenden Fall kann die Polyelektrolytschale als
konzentrierte Polymerlosung betrachtet werden, welche lokalen Fluktuationen in der
Polymerdichte unterworfen ist. Die Abweichung vom oben skizzierten radial-
symmetrischen Modell kann in Analogie zu fritheren Untersuchungen durch einen
Ornstein-Zernicke-Term beschrieben werden (Seelenmeyer ef al. 2001). Abbildung IV.55

zeigt, dass die Kombination des radialsymmetrischen Mehrschalenmodells mit dem
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Ornstein-Zernicke-Term ausgezeichnet die Streukurve iiber einen weiten g-Bereich
wiedergibt. Aus dem zugehorigen Profil der Exzesselektronendichte ergibt sich ein
Kernradius von 48 nm. Dies stimmt mit den Ergebnissen der Untersuchungen an den
Kernlatices tiberein (s. Tab. IV.17). Das Elektronendichteprofil weist zudem darauthin,
dass wie erwartet die Elektronendichte innerhalb der elektronenreichen
Polyelektrolytschicht radial nach auflen hin abnimmt. Da die Dicke der Einzelschalen nach
auBlen um einen Streckfaktor von 1,43 zunimmt, scheint die Exzesselektronendichte
innerhalb der brush-Schicht exponentiell abzufallen. Dies deckt sich mit fritheren
Rontgenstreuuntersuchungen an brushes (de Robillard et al. 2000). Die brush-Dicke ergibt
sich aus dem Elektronendichteprofil zu 51 nm. Dieser Wert liegt unter der mit der
dynamischen Lichtstreuung bestimmten hydrodynamischen brush-Dicke von 63 nm.
Hierbei gilt zu beriicksichtigen, dass beide Methoden unterschiedlich sensitiv gegeniiber
Teilchenabmessungen sind. Der hydrodynamische Radius wird durch einzelne Ketten
bestimmt, welche aus der Schale herausragen. In der SAXS werden diese Ketten aufgrund
des geringen Anteils nicht detektiert (Seelenmeyer et al. 2001), weshalb eine kleinere
brush-Dicke bei SAXS-Messungen resultiert.

IV.8.3 Quenched brush mit adsorbierter RNase A

Der PS/PSS-Kern-Schale-Latex KpSS1 wurde mit verschiedenen Mengen an RNase A in
10 mM CHES-Puffer inkubiert. Nach Abtrennung des freien Proteins wurden
Rontgenstreuexperimente an den Proben durchgefiihrt. Abbildung IV.56 zeigt beispielhaft
eine Streukurve dieser Messreihe. Vergleicht man die Streukurven der beladenen brushes
mit denen der unbeladenen brushes, stellt man eine deutliche Intensitdtszunahme durch das
Protein fest (s. Abb. IV.56). Dennoch weisen die erhaltenen Streukurven auch nach der
Adsorption des Proteins weiterhin mehrere ausgepragte Maxima und Minima auf. Dies
deutet auf eine direkte Korrelation der Proteine mit den brush-Partikel hin und ist somit
eine Bestitigung dafiir, dass die Proteine auf den Latexpartikeln gebunden vorliegen. Ein
weiteres Indiz hierfiir ist, dass sich die Streukurve der Protein-beladenen brushes im
Bereich von g-Werten unter 0,2 nicht additiv aus den entsprechenden Einzelbeitridgen von
brush und Protein zusammensetzen ldsst. Insbesondere der Verlauf der Streuintensititen
bei hoheren g-Werten zeigt zudem, dass allenfalls minimale Anteile des Proteins frei in
Losung vorliegen konnen.

Die Maxima der Streukurven sind zudem nach der Adsorption des Proteins zu kleineren g-
Werten verschoben. Dies konnte zum einen auf einen Anstieg der TeilchengréBe zurtickzu-

fithren sein. Messungen mittels dynamischer Lichtstreuung wiesen jedoch auf keinerlei
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Zunahme des hydrodynamischen Teilchendurchmessers infolge der Proteinbeladung hin.
Eine Erkldrung dieses vermeintlichen Widerspruchs scheint darin zu liegen, dass wie oben
besprochen die mit der SAXS detektierbare Schalendicke kleiner ist als die hydro-
dynamische Schalendicke. Werden nun Proteine in der Peripherie der brushes gebunden,
resultiert lokal ein starker Anstieg der Elektronendichte in Bereichen, welche zuvor einen
zu geringen SAXS-Kontrast aufwiesen. Dies wiirde somit als Zunahme des Teilchenradius

wahrgenommen werden.
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Abb. IV.56: Streuintensititen des PS/PSS-Kern-Schale-Latex KpSS1 vor (blaue Kreuze) und nach
Adsorption von 250 mg RNase A pro Gramm KpSS1-Partikel (rote Kreuze) bei gleichem Latexpartikelge-
halt. Beide Streukurven weisen mehrere ausgepragte Maxima und Minima auf. Die schwarzen Kreuze geben
die Streuintensititen einer entsprechenden Menge an freiem Protein wieder.

Als Ausgangspunkt der theoretischen Modellierung der Streukurve der Protein-beladenen
brushes wurde vom Exzesselektronenprofil der reinen brushes ausgegangen (s. Inset in
Abb. IV.57). Das adsorbierte Protein wurde durch Erhéhung der Elektronendichte in den
einzelnen Schalen der Polyelektrolytschale beriicksichtigt. Hierzu wurden zunéchst zwei
Grenzfille in Betracht gezogen. Zum einen konnte das Protein vollstdndig in den dulleren

Regionen des brushes gebunden sein. Daher wurde bei der Fit-Anpassung an die Streu-
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kurven im wesentlichen nur eine Erh6hung der Elektronendichte der dueren Schale zuge-
lassen. Wie Abbildung 1V.57 zeigt, ist es mit einer derartigen Annahme unmoglich, die
Positionen der Maxima der Streukurven korrekt wiederzugeben. Damit ist eine {iiber-

wiegende Anbindung des Proteins an die dulleren Bereiche der brushes auszuschliefen.
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Abb. IV.57: Streukurve des PS/PSS-Kern-Schale-Latex KpSS1 nach Adsorption von 250 mg RNase A pro
Gramm KpSS1-Partikel (rote Kreise): Die Modellanpassung (rote Linie) an die Streukurve erfolgte unter der
Annahme, dass das adsorbierte Protein bevorzugt in den dufleren Regionen der brushes gebunden vorliegt.
Die zugehorige radiale Exzesselektronendichteverteilung (rot) sowie die des reinen brush (blau) sind im Inset
aufgefiihrt.

Der zweite Grenzfall sicht den kontrdaren Fall vor, dass das Protein nahezu komplett in den
inneren Schichten des brush gebunden vorliegt. Die ausschlieBliche Erhéhung der
Elektronendichte der innersten Schale lieferte keinerlei verwertbare Ergebnisse. Selbst als
eine gleichzeitige Zunahme der Elektronendichte der mittleren Schalen zugelassen wurde,

konnte nicht einmal die Grobstruktur des Systems beschrieben werden (s. Abb. IV.58).
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Abb. IV.58: Streukurve des PS/PSS-Kern-Schale-Latex KpSS1 nach Adsorption von 250 mg RNase A pro
Gramm KpSS1-Partikel (rote Kreise): Die Modellanpassung (rote Linie) an die Streukurve erfolgte unter der
Annahme, dass das adsorbierte Protein bevorzugt in den inneren Regionen der brushes gebunden wird. Im
Inset ist die zugehorige radiale Exzesselektronendichteverteilung (rot) sowie die des reinen brush (blau)
aufgefiihrt.

Letztlich erweisen sich beide Grenzfille als unzutreffend. Somit drdngt sich die Ver-
mutung auf, dass die adsorbierten Proteine {iber den kompletten brush hinweg verteilt sind.
Daher wurde im folgenden eine Erhohung der Elektronendichte in allen Schalen des
Modells vorgesehen. Hiernach ergab sich eine ausgezeichnete Beschreibung der Streu-
kurven (s. Abb. 1V.59). Die auf das adsorbierte Protein zuriickzufithrende Zunahme der
Elektronendichte entspricht zudem der Elektronendichte der vergleichbaren Menge an
freiem Protein. Damit konnte das Modell zudem quantitativ bestétigt werden. Wie dem
radialen Profil der Exzesselektronendichte in Abbildung IV.59 zu entnehmen ist, wird das
Protein iiberwiegend in den mittleren und duBleren Bereichen der brushes gebunden. In der
innersten Schale befinden sich hingegen nur wenige Proteinmolekiile. Ein Vordringen der
Proteinmolekiile bis an die Oberfliche des Polystyrol-Kerns scheint infolge der hohen
Packungsdichte der Polyelektrolytketten an den Kern einer sterischen Hinderung zu unter-

liegen
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Abb. 1V.59: Streukurve des PS/PSS-Kern-Schale-Latex KpSS1 vor (blaue Kreise) und nach Adsorption von
250 mg RNase A pro Gramm KpSS1-Partikel (rote Kreise): Die theoretische Beschreibung der Streukurven
(durchgezogene Linien) erfolgte iiber eine freie Anpassung der Elektronendichten in allen fiinf fiktiven

Schalen des brush. Im Inset sind die zugehorigen radialen Exzesselektronendichteverteilungen aufgefiihrt.

Abbildung IV.60 gibt die Profile der radialen Exzesselektronendichte des Systems KpSS1 /
RNase A in Abhingigkeit der adsorbierten Proteinmenge wieder. Die auf das adsorbierte
Protein zuriickzufiihrende Zunahme der Exzesselektronendichte skaliert im Rahmen des
experimentellen Fehlers mit dem spektroskopisch bestimmten Adsorptionsgrad. Bei
Erhohung des Adsorptionsgrads werden die Proteine analog zu den zuvor adsorbierten
Proteine auf sédmtliche Bereiche des brush verteilt. Hiermit geht eine zunehmende Ver-
breiterung des Elektronendichteprofils der Protein-besetzten Schale einher. Somit scheinen
vermeintlich Bereiche des brush besetzt zu werden, in denen mittels SAXS keine Poly-
elektrolytketten detektiert werden. Dies erkldart wiederum die oben diskutierte Ver-
schiebung der Maxima der Streukurven zu kleineren ¢-Werten mit steigendem
Adsorptionsgrad. Der aus der dynamischen Lichtstreuung erhaltene hydrodynamische
Teilchenradius des Systems betrdgt 119 nm und ist wie bereits erwdhnt unabhidngig vom
Adsorptionsgrad. Mit steigendem Adsorptionsgrad reicht das Elektronendichteprofil an
diesen Wert heran (s. Abb. IV.60). Somit scheinen bei hoher dullerer Proteinkonzentration
ebenfalls Bereiche in der Peripherie des brush besetzt zu werden, in welchen die Proteine
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nur mit einzelnen Polyelektrolytketten in Wechselwirkung treten konnen. Diese Proteine
sollten daher schwicher gebunden sein als Proteine in den inneren Schalen des brush.
Letzteres erkldrt den Verlauf der zugehorigen Adsorptionsisothermen (s. Abb. 1V.26),
welche bei hoher freier Proteinkonzentration einen erneuten Anstieg des Adsorptions-
grades zeigen. Zum anderen kommt darin auch zum Ausdruck, weshalb das in Kapitel
II1.1.6 aufgestellte Adsorptionsmodell den Verlauf der Adsorptionsisothermen beschreibt.
Dieses sieht die Population des brush durch zwei unterschiedlich stark gebundene Protein-

fraktionen vor.
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Abb. IV.60: Radiale Verteilungen der Exzesselektronendichte des Systems KpSS1/RNase A (blau: 0 mg,
rot: 250 mg, schwarz: 408 mg, griin: 500 mg Protein pro Gramm Latexpartikel). Der Zugewinn an
Elektronendichte durch das adsorbierte Protein skaliert ndherungsweise mit dem spektroskopisch bestimmten
Adsorptionsgrad.

IV.8.4 Annealed brush mit adsorbiertem BSA

Die obigen Rontgenstreuuntersuchungen basierten auf der Wechselwirkung eines

quenched brush-Systems mit einem konformationsstabilen globuldren Protein. Um festzu-
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stellen, inwiefern die dabei gewonnenen Ergebnisse auf brushes anderer Morphologie
sowie andere Proteinmolekiile tibertragen werden konnen, waren zusétzliche Experimente
erforderlich. An dieser Stelle bot sich wiederum die Kombination annealed brush / BSA
aufgrund der flexiblen Tertidrstruktur des Proteins (s. IV.6.4). Da diese Experimente,
welche wiederum in 10 mM MES-Puffer (pH 6,1) durchgefiihrt wurden, weitestgehend
analog zu den oben vorgestellten Studien verlief, soll die folgende Betrachtung auf die

zentralen Ergebnisse beschriankt werden.
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Abb. 1IV.61: Streuintensititen des PS/PAA-Kern-Schale-Latex KpS14 vor (blaue Kreuze) und nach
Adsorption von 296 mg BSA pro Gramm KpS14-Partikel (rote Kreuze) bei einem Latexpartikelgehalt von
einem Vol.-%. Im Inset sind die zu den Modellanpassungen (durchgezogene Linien) zugehdrigen radialen
Exzesselektronendichteverteilungen aufgefiihrt. Der Verlauf der Streuintensititen einer entsprechenden
Menge an freiem BSA (schwarze Kreuze) folgt der Guinier-Gleichung (s. Glg. 3-25, schwarze Linie).

Abbildung IV.61 zeigt die Streukurven des annealed brush KpS14 vor und nach der
Adsorption von 314 mg BSA pro Gramm Latexpartikel. Die Streukurven des annealed
brush lieBen sich analog zu den quenched brushes durch die Kombination eines radial-
symmetrischen Stufenmodells mit einem Ornstein-Zernicke-Term beschreiben. Des
weiteren konnten die Streuintensititen von BSA in Pufferlosung wie im Falle von
RNase A nach der Guinier-Ndherung (s. Kap. I11.2.2, Glg. 3-25) bis zu Streuvektoren von
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0,8 tiber eine GauBkurve angefittet werden. Vergleicht man die Streukurve der Protein-
beladenen brush-Partikel in Abbildung IV.61 mit der des freien Proteins, so ist eine Uber-
lappung der beiden Kurven oberhalb eines Streuvektors von 0,6 festzustellen. Somit zeigen
das freie und das adsorbierte Protein bei gleicher Konzentration dieselben Absolut-
intensitdten. Dies legt die Vermutung nahe, dass das adsorbierte Protein keine
wesentlichen strukturellen Anderungen bei der Adsorption erlitt. Die Sekundirstruktur-
analysen in Abschnitt IV.6.1.2 bestdtigten, dass das adsorbierte Protein seine native
Sekundarstruktur behilt. Hingegen wurden strukturelle Verdnderungen in der Tertidr-
struktur des Proteins festgestellt (s. Kap. 1V.6.4).
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Abb. 1V.63: Streukurven des annealed brush KpS14 in Abhingigkeit der adsorbierten Proteinmenge samt
der zugehdrigen radialen Profile der Exzesselektronendichte (blau: vor Adsorption, rot: 296, griin: 577,
schwarz: 829, hellblau: 1116 jeweils mg BSA pro Gramm KpS14-Partikel).

Die Modellierung des radialen Profils der Exzesselektronendichte des annealed brush mit
adsorbiertem BSA erfolgte analog zur Vorgehensweise beim System RNase A / quenched
brush. Wiederum wurde zunéchst untersucht, ob eine Beschreibung der Rontgenstreukurve
iiber ein Elektronenprofil moglich ist, welches entweder die inneren oder die dufleren Be-
reiche des brush als tberwiegenden Aufenthaltsort der adsorbierten Proteine vorsicht.
Beide Annahmen fiihrten zu keiner geeigneten Beschreibung des Systems. Abhilfe schaffte
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erst die gleichzeitige Erhohung der Elektronendichte in allen fiinf Schalen des Modells (s.
Inset in Abb. IV.62) in Kombination mit einer radialen Verbreiterung der einzelnen
Schalen. Die zusétzliche radiale Verbreiterung um einen frei skalierbaren Streckfaktor ist
wiederum notwenig, um die Positionen der Maxima der Streukurven korrekt wieder-
zugeben. Letztere werden mit zunehmender Proteinbeladung zu kleineren Streuvektoren
verschoben (s. Abb. IV.62). Die Gesamtverbreiterung des Elektronendichteprofils liegt wie
im Falle des Systems RNase A / quenched brush innerhalb des hydrodynamischen Radius
von 104 nm.

Abbildung IV.62 enthilt die Streukurven vier zur Adsorptionsisothermen des Systems
KpS14 (s. Abb. IV.17) gehorenden Proben. Wie den zugehdrigen Elektronendichteprofilen
zu entnehmen ist, werden Proteinmolekiile in allen Bereichen der Polyelektrolytschale
adsorbiert. Die Hauptmenge des adsorbierten BSA liegt nach Bezug auf das Volumen der
einzelnen Kugelschalen des Fiinfstufenmodells in den Schalen 2 — 4 vor. Uber den Zuge-
winn an Exzesselektronen im Vergleich zu den reinen brush-Partikeln ldsst sich die Menge
an adsorbiertem Protein berechnen. Im Vergleich zu den spektroskopisch ermittelten
Werten des Adsorptionsgrads sind die mittels SAXS erhaltenen Werte systematisch grofier
(s. Tab. IV.18). Die Unterschiede liegen allerdings im Rahmen der experimentellen
Unsicherheiten. Damit liefert die SAXS neben dem Ort der adsorbierten Proteinmolekiile
innerhalb der brush-Schicht ebenfalls eine quantitative Beschreibung der adsorbierten

Proteinmenge.

Tab. IV.18: Adsorptionsgrad von BSA auf dem annealed brush KpS14: Vergleich der iiber die Exzess-
elektronendichteprofile in Abbildung IV.62 erhalten Resultate zu den spektroskopisch ermittelten Werten (s.
VI1.2.2).

Adsorptionsgrad [mg BSA / g KpS14-Partikel]
UV/VIS-Spektroskopie SAXS
296 314
577 666
829 990
1116 1150

Vergleicht man die Elektronendichteprofile der Systeme RNase A / quenched brush bzw.
BSA / annealed brush (Abb. IV.60 u. IV.62) miteinander, scheinen die BSA-Molekiile
weiter in die brushes vorzudringen. Dies konnte auf die strukturell anpassungsfihige
Konformation des BSA-Molekiils (Carter ez al. 1994) zuriickgefiihrt werden. Eine sterische
Hinderung durch die dicht gepackten Polyelektrolytketten konnte daher besser umgangen

werden als im Falle der globuldren RNase A. Allerdings ist eine sichere Aussage hierzu
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nicht moglich, da den Experimenten brushes unterschiedlicher Morphologie zugrunde

liegen.

IV.9 Kovalente Anbindung von BSA an annealed brushes

Neben der adsorptiven Immobilisierung hat in den letzten Jahrzehnten auch die kovalente
Anbindung von Proteinen auf oberflachenfunktionalisierten Latexpartikeln eine zentrale
Bedeutung erfahren. Im Blickpunkt des Interesses standen neben Fragen der aktuellen
Forschung insbesondere Anwendungen in der medizinischen Diagnostik (Kawaguchi et al.
2000). In der Regel ist die kovalente Immobiliserung mit dem Einsatz relativ ,harter
Kupplungsreagenzien verbunden, wodurch zum Teil ein drastischer Eingriff in die native
Konformation des Biomolekiils erfolgt (Hartmeier ez al. 1986, Kennedy et al. 1990). Damit
geht ein mehr oder weniger groBer Verlust der biologischen Funktion einher. Daher ist die
kovalente Anbindung der adsorptiven Immobiliserung nur vorzuziehen, wenn dafiir eine
anwendungsspezifische Notwendigkeit besteht.

Im Falle der PS/PAA-Kern-Schale-Latices wire eine kovalente Anbindung der Protein-
molekiile tiber die Carboxylgruppen der brushes denkbar. Daher sollte der Frage nachge-
gangen werden, ob die brushes neben der adsorptiven Immobilisierung ebenfalls als
Tragersysteme kovalent angebundener Proteine genutzt werden konnen. Die Kupplungs-
chemie der Carboxylgruppen mit Aminogruppen der Proteinmolekiile ist vonseiten der
Peptidsynthese bestens untersucht und wurde bereits erfolgreich an kommerziellen
carboxylierten Polystyrol-Latices eingesetzt (Bangs Laboratories 1999). Die einfachste
Moglichkeit hierbei ist die direkte Umsetzung in Gegenwart eines wasserloslichen Carbo-
diimids (WSC) bei pH 6 — 8 (Hager 1974). Als Einstufenreaktion weist die sogenannte
Hager-Reaktion aber einen wesentlichen Nachteil auf: So kann das Carbodiimid neben der
gewiinschten Anbindung an die Latexpartikel ebenfalls zu einer intermolekularen Ver-
netzung der Proteinmolekiile fiihren. Als weitere Nebenreaktion kann zudem eine
Verbriickung der Latexpartikel tiber die Proteinmolekiile auftreten (Dorman 1977). Um
diese Probleme zu umgehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine zweistufige Synthese-
strategie nach Dorman (Dorman 1977) gewéhlt (s. Abb. IV.63 bzw. Kap. VI.2.4): Die
Carboxylgruppen wurden zunédchst durch Reaktion mit 1-N-Hydroxysuccinimid (NHS,
Fluka) in Gegenwart des wasserldslichen Carbodiimids (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-
ethylcarbodiimid EDC, Fluka) in eine Aktivesterstufe tiberfithrt. Vor der Zugabe des
Proteins im zweiten Reaktionsschritt wurde nicht-umgesetztes Carbodiimid durch Ultra-
filtration gegen frische Pufferlosung entfernt. Dieser Reinigungsschritt erfolgte unter drei-

maligem Austausch des Dispersionsmediums. Beide Reaktionsschritte dauerten jeweils
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24 h und wurden bei 4°C durchgefiihrt, um die Hydrolyserate des Carbodiimids und der

Aktivesterspezies moglichst gering zu halten.
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Abb. IV.63: Schematischer Ablauf der Dorman-Reaktion (Dorman 1977): Zunidchst werden die
Carboxylgruppen der Latexpartikel mit einer 1-N-Hydroxyverbindung (hier: N-Hydroxysuccinimid NHS)
iiber ein wasserlosliches Carbodiimid (WSC) zu einem Aktivester umgesetzt (oben). Nach Entfernung von
tiberschiissigem Carbodiimid wird im zweiten Reaktionsschritt (unten) das Protein zu den voraktivierten
Latexpartikeln hinzugegeben.

Fir den Aktivierungsschritt, die eigentliche Kupplungsreaktion und die abschlieende
Ultrafiltration zur Entfernung von nicht-gebundenem Protein waren geeignete Puffer-
systeme erforderlich. Wie bereits in Kapitel III.1.3 angesprochen, muss das Puffersystem,
sowohl dem Protein, als auch den brushes Rechnung tragen. Dies gilt bei der adsorptiven
wie auch bei der kovalenten Immobilisierung. Bei letzterer miissen jedoch zusétzlich die
Anforderungen der Kupplungsreaktion beachtet werden. So konnen die Carboxylgruppen
bei der Dorman-Reaktion nur in protonierter Form reagieren, die Aminogruppen hingegen
nur in unprotonierter Form. Daher sollte ein pH < 7 im Aktivierungsschritt bzw. ein pH > 7
bei der Kupplungsreaktion zu einer hohen Reaktivitét fiihren (Bangs Laboratories 1999).
Azetat- und Phosphatpuffer reduzieren die Reaktivitit des Carbodiimids (Bangs
Laboratories 1999), sollten daher nicht bei der Aktivierung eingesetzt werden. Als
Kompromiss wurde daher in beiden Reaktionsschritten 50 mM MES-Puffer (pH 6,1) ein-
gesetzt, welchem allenfalls noch entsprechende Mengen an NaCl zur Erhohung der

lonenstirke zugesetzt wurden.
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Nach den in Kapitel 1V.4 beschriebenen Adsorptionsexperimenten adsorbiert BSA in
groBen Mengen auf den brushes. Daher ist neben kovalent angebundenem Protein
ebenfalls ein hoher Anteil an adsorptiv gebundenen Proteinmolekiilen zu erwarten. Um
adsorptiv gebundenes Protein quantitativ zu entfernen, musste daher ein spezielles Wasch-
detergenz entwickelt werden. Im Falle industrieller carboxylierter Polystyrol-Latices wird
fiir diese Zwecke eine 1 Gew.-%ige SDS-Losung in 0,2 M TRIS-Puffer (pH 9) empfohlen
(Seradyn company 1999). Anstelle von SDS wurde Triton X-100 (Fluka) als nichtionisches
Detergenz eingesetzt, um eine elektrostatische Abstolung zwischen Detergenz und brush
zu vermeiden. Zur Uberpriifung der Eignung der Waschdetergenz-Losung wurden
Kontrollexperimente an annealed brushes mit ausschlieBlich adsorptiv gebundenem BSA
durchgefiihrt. Letztlich lieBen sich auf diese Weise nur 40 - 70 % des adsorbierten Proteins
nach intensiver Ultrafiltration gegen die Detergenzlosung (pH 9) freisetzen. Geméil den
Adsorptionsexperimenten in Kapitel IV.4 ldsst sich der Adsorptionsgrad von BSA auf
annealed brushes tiber eine Erhohung der lonenstirke gezielt herabsetzen. Zur Nutzung
dieses Effekts wurde der Detergenzlosung 1 M NaCl zugesetzt. Die Kombination von
Detergenz und hoher Ionenstirke bei gleichzeitiger pH-Erhohung erlaubte nun eine
quantitative Freisetzung des adsorbierten Proteins. Dies konnte in mehreren Kontroll-
experimenten bestdtigt werden. Nach Abschluss des Detergenzwaschgangs wurde die
Detergenzlosung iiber eine weitere Ultrafiltration wiederum gegen 50 mM MES-Puffer
(pH 6,1) ausgetauscht.

Zur Beurteilung der Ergebnisse der Dorman-Reaktion musste ein Zugang zur kovalent
angebundenen Proteinmenge gefunden werden. Eine Bestimmung tiiber die Eigen-
absorption des gesamten bei der Reinigung abgetrennten Proteins schied hierbei aus, da
eventuell vorhandene Reste der Kupplungsreagenzien den Nachweis verfilschen wiirden.
Damit kam eine analoge Vorgehensweise wie bei den Adsorptionsexperimenten in Kapitel
IV.4 nicht in Frage.

Die Quantifizierung der Proteinmenge erfolgte zum einen spektroskopisch iiber einen
kommerziell erhdltlichen BCA-Assay (s. VI.2.5). Bei der direkten Bestimmung in
Suspension wurden die Proben zuvor entsprechend verdiinnt, um die Eigenabsorption der
Latexpartikel moglichst gering zu halten. Letztere wurde {iber die Messung einer Probe der
reinen Latexpartikel bei der Auswertung berticksichtigt.

Zudem wurde die Menge an kovalent gebundenem Protein aus dem Stickstoffgehalt der
gefriergetrockneten Latexproben ermittelt. Hierzu wurde die Stickstoff-haltige Puffer-
l6sung zuvor in einer intensiven Ultrafiltration gegen entionisiertes Wasser ausgetauscht.
Diese Methode zeichnete sich tiber eine hohe Genauigkeit aus, wie Kontrollexperimente
zeigten (s. VI.2.5).

Bei ersten Anbindungsversuchen an Systemen hoherer brush-Dicke konnte allenfalls eine
geringe Anbindung von maximal 45 mg BSA pro Gramm brush-Partikel nachgewiesen
werden. Teilweise erfolgte jedoch keine kovalente Proteinanbindung. Auch eine Erh6hung
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der Ionenstirke oder der Wechsel des Puffersystems bei der Kupplungsreaktion (2. Stufe
der Dorman-Reaktion) brachte keine Verbesserung.

Lediglich an kurzkettigen brushes konnte eine nennenswerte Menge an Protein kovalent
angekniipft werden. Die Analyse des Stickstoffgehalts ergab einen Belegungsgrad von
94 mg (£ 9 mg) BSA pro Gramm des annealed brush KpS18. Der BCA-Assay lieferte
hierfiir einen Wert von 140 mg (£ 40 mg). Der brush weist in der Pufferlosung eine hydro-
dynamische Dicke von lediglich 6 nm auf. Daher ist davon auszugehen, dass maximal eine
Monoschichtbelegung durch das Protein mit Durchmesser 7 nm (Kulkarni ez al. 1970) er-
folgen kann. Eine Monoschichtbelegung entspriche einem Adsorptionsgrad von 150 mg
BSA pro Gramm brush-Partikel. Die iiber den Stickstoffgehalt ermittelte Belegung ent-
sprache einer Oberflichenbelegung von 62 %. Somit konnte eine relativ effektive
kovalente Anbindung an BSA erzielt werden.

Die Dorman-Reaktion wurde fiir konventionelle carboxylierte Polystyrol-Latices ent-
wickelt. Mit abnehmender Dicke der Polyelektrolytschale ndhern sich die hier untersuchten
PS/PAA-Kern-Schale-Latices diesen Systemen an. Daher scheint es nicht zu verwundern,
wieso bei kurzkettigen Systemen eine erfolgreiche Anbindung moglich ist. Umgekehrt
stellt sich vielmehr die Frage, warum keine Anbindung im Falle langkettiger Systeme
erzielt werden konnte. Hierzu ist zunédchst anzumerken, dass sowohl bei kurzkettigen, wie
auch bei langkettigen Systemen die Versuche keine reproduzierbaren Ergebnisse lieferten.
Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass die Ultrafiltration zur Entfernung des iiberschiissigen
Carbodiimids sich als langwieriger Prozess von bis zu 10 Stunden erwies. Daher kommt es
sicherlich zur Hydrolyse eines Grofteils der Aktivesterspezies. Es musste somit ein
anderer Weg beschritten werden, um das Carbodiimid abzutrennen. Ein Abzentrifugieren
der Latexpartikel, schied aufgrund der Sedimentationsstabilitit des Systems aus. Als
Losung bot sich hier eine Kombination von Ultrafiltration und Zentrifugation an. Die
Zentrifugalfiltration in 20 ml Gefien (Vivascience Vivaspin 20: Ausschlussgrenze
100000 Dalton) gestattete zudem die Verkleinerung der Reaktionsansitze von 200 ml auf
10 ml.

Um vergleichbare Bedingungen zu realisieren, wurden die weiteren Experimente parallel
an dem kurzkettigen brush KpS18 und dem langkettigen brush KpS13 durchgefiihrt. An
beiden Systemen wurde sowohl eine Dorman-Reaktion, als auch die einstufige Hager-
Reaktion durchgefiihrt. Bei letzterer kam es zur Bildung von gelartigen Kliimpchen in der
Suspension. Diese Beobachtung ist auf die oben beschriebenen Nebenreaktionen der
Hager-Reaktion zuriickzufithren. Eine Untersuchung der angebundenen Proteinmenge
wurde erst nach Abfiltration der Koagulatanteile vorgenommen (s. Tab. IV.19). Nimmt
man die Nebenreaktionen in Kauf 14sst sich ein hoherer Anbindungsgrad im Falle der
Hager-Reaktion erzielen. Dies konnte auf die teilweise Hydrolyse der Aktivesterspezies
bei der Entfernung des Carbodiimids bei der Dorman-Reaktion zuriickgefiihrt werden.

Wahrscheinlicher wire aber eine Anbindung miteinander vernetzter Proteinmolekiilen bei
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der Hager-Reaktion. Die Hager-Reaktion am System KpS13 zeigt jedoch, dass auch bei
Verzicht auf den Reinigungsschritt keine wesentlich héheren Belegungsgrade an kovalent
gebundenem Protein moglich sind. Im Vergleich dazu konnten iiber 600 mg BSA pro
Gramm KpS13-Partikel adsorptiv gebunden werden (s. Abb. IV.20).

Tab. IV.19: Vergleich der Ergebnisse der Hager-Reaktion (HR) und der Dorman-Reaktion (DR) an den
annealed brushes KpS18 und KpS13. Die Menge des kovalent angebundenen Proteins wurde tiber den Stick-
stoffgehalt der Latexpartikel ermittelt.

eingesetzte BSA-Menge | kovalent gebundene BSA-
Versuch | brush
[mg/g brush] Menge [mg/g brush]
V10 (HR) | KpS18 257 88+ 9
V11 (HR) | KpS13 286 66 + 7
V12 (DR) | KpS18 215 21 %2
V13 (DR) | KpS13 215 35+4

Eine Erklarung fiir diesen Unterschied liefert die Betrachtung des Donnan-Gleichgewichts
zwischen brush-Schicht und duflerer Pufferlosung. Der pH-Wert aullerhalb des brush ist
iiber das Puffersystem auf 6,1 eingestellt. Die Protonen innerhalb des brush konnen als
Gegenionen der Polyelektrolytketten die brush-Schicht nicht verlassen. Dadurch liegt ein
niedriger pH-Wert im brush vor, welcher liber das Donnan-Gleichgewicht bestimmt ist.
Infolge des niedrigeren pH innerhalb des brush, nimmt die Hydrolyserate der Aktivester-
spezies wahrscheinlich stark zu. Dies erkldart wiederum, warum nahezu keine kovalente

Immobilisierung an langkettigen brushes liber eine Carbodiimid-Reaktion moglich ist.
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V  Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig die Wechselwirkung von Proteinen mit dicht
gepackten sphérischen Polyelektrolytbiirsten systematisch untersucht. Obwohl neutrale
Polyelektrolytbiirsten dazu eingesetzt werden, um Proteinadsorption zu unterdriicken und
damit die Biokompatibilitit von Materialien zu erhdhen, konnte nach Ubergang zu ge-
ladenen Systemen ein hohes Proteinbindungsvermoégen beobachtet werden. So gelang es
tiber 1000 mg BSA pro Gramm der brushes zu immobilisieren. Ein derart hoher
Adsorptionsgrad liel sich experimentell im Bereich von Fremdsalzkonzentrationen unter
60 mM erzielen. Bei Ionenstirken iiber 100 mM konnte die Proteinadsorption bei den
hydrophilen Polyacrylsdure-Systemen hingegen nahezu vollzustindig unterdriickt werden.
Der Adsorptionsgrad ldsst sich dabei iiber die Ionenstirke und den pH-Wert kontrollieren.
Es zeigte sich eine stirkere Wechselwirkung der Proteine mit Polystyrolsulfonat-Biirsten
gegeniiber Polyacrylsdure-Systemen. Dies wurde hauptsidchlich der hydrophoberen Natur
von Polystyrolsulfonat zugeschrieben.

Zur theoretischen Beschreibung der Adsorptionsisothermen wurde ein modifiziertes BET-
Modell verwendet, welches auf der Adsorption voneinander unabhingiger Teilchenstapel
in den brushes basiert. Dieses Modell lieferte eine ausgezeichnete Beschreibung der
Adsorptionsisothermen sowohl fiir flexible, als auch fiir globuldre Proteinmolekiile. Die
allgemeine Anwendbarkeit dieses Konzepts wurde von der Tatsache unterstrichen, dass der
Verlauf des Adsorptionsgrads sowohl bei aus Polyacrylsdure oder Polystyrolsulfonat auf-
gebauten brushes, als auch bei oberflichenmodifizierten Polystyrol-Latices wiedergegeben
wurde.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit war die Untersuchung der Konformation der
adsorbierten Proteine. Hierzu wurde ein kommerzielles speziell zur Proteinanalyse ent-
wickeltes FT-IR-Setup eingesetzt, welches die Untersuchung der Sekundérstruktur der
Proteine im adsorbierten Zustand sowie nach Wiederfreisetzung von den Latexpartikeln
erlaubte. Die starke Triibung der Suspension stellte kein Hindernis fiir eine derartige
Analyse dar. Je nach untersuchtem Protein und der Morphologie der brushes zeigten sich
entweder keine oder allenfalls geringe adsorptionsbedingte Anderungen der Sekundir-
struktur im Vergleich zum Ausgangsprotein. Nach Wiederfreisetzung wies das Protein
zudem seine native Sekundérstruktur auf. Die Sekundirstrukturanalyse mittels Infrarot-
spektroskopie konnte durch CD-spektroskopische Untersuchungen am desorbierten Protein
bestitigt werden. Somit ist eine wesentliche Grundvoraussetzung fiir die biologische
Relevanz derartiger Systeme erfiillt.

140



Zusammenfassung

Die thermisch induzierte Entfaltung von auf den Polyelektrolytbiirsten adsorbierter
RNase A lieB3 sich analog zum freien Protein durch ein einfaches Zweizustandsmodell be-
schreiben. Im Gegensatz zur freien RNase A entfaltet das adsorbierte Protein bedingt durch
die Wechselwirkung mit den Polyelektrolytketten jedoch irreversibel bei einer um 13°C
niedrigeren Ubergangstemperatur.

Die Rontgenkleinwinkelstreuung ermoglichte die Lokalisierung der Proteine innerhalb der
brush-Schicht. Den Elektronendichteprofilen war eine gleichméBige Verteilung der
Proteinmolekiile tiber die Polyelektrolytschale zu entnehmen mit einer leichten Priferenz
der mittleren Schichten der Polyelektrolytbiirsten.

Die Adsorption der Proteine auf den Polyelektrolytbiirsten, welche nur bei Ionenstirken
unter 0,1 M auftritt, ist durch die tiblicherweise bei der Proteinadsorption angefiihrten
Triebkrédfte wie den hydrophoben Effekt oder elektrostatische Wechselwirkungen nicht
erklirbar. Letztere konnen insofern nicht in Betracht gezogen werden, da im Falle der
Polyacrylsdurebiirsten ein ausgesprochen hydrophiles anionisches Substrat mit Protein-
molekiilen negativer Nettoladung wechselwirkt. Die dominierende Triebkraft wurde
vielmehr der ,,counterion release force* zugeschrieben, welche die Freisetzung zahlreicher
Gegenionen des brush und des Proteins vorsieht. Hierdurch wird ein enormer Entropiege-
winn bewirkt, da pro Mol adsorbiertem Protein mehrere Mol Gegenionen freigesetzt
werden. Dieser Effekt ist an das ,,osmotische Limit“ der brushes bei geringer dullerer
Fremdsalzkonzentration gebunden. Nach Ubergang in den salted brush bei lonenstirken
iiber 0,1 M ist aufgrund der hohen &uBleren lonenstidrke und der damit einhergehenden An-
gleichung der Ionenstirke innerhalb und auflerhalb des brush kein Entropiegewinn mehr zu
erzielen. Dieser Effekt wurde in der vorliegenden Arbeit gezielt eingesetzt, um
adsorbiertes Protein wieder freizusetzen. Somit ermdglichen die brushes ein gezieltes Be-
und Entladen der Partikel an Protein. Hierbei handelt es sich um eine in der Schaltbarkeit
der ,,counterion release force* tiber die dullere Ionenstirke begriindete Eigenschaft der
geladenen brushes, welche bei rein Oberflichen-carboxylierten Polystyrol-Latices nicht
beobachtet werden konnte.

141



Experimenteller Teil

VI  Experimenteller Teil

VI.1 Synthese und Reinigung der Tragerpartikel
VI.1.1 Chemikalien

Das eingesetzte Styrol (BASF) wurde vom Stabilisator befreit, indem zunédchst 2 1 Styrol
dreimal mit jeweils 1,2 1 10 Gew.-%iger Natronlauge extrahiert wurde. Anschlieend
wurde mit entionisiertem Wasser neutral gewaschen und iiber Calciumsulfat getrocknet.
Das auf diese Weise destabilisierte Styrol wurde bei reduziertem Druck (16 mbar, 33°C)
destilliert. Die Reinigung der Acrylsdure (AA, Aldrich) erfolgte ebenfalls tiber eine
Destillation (20 mbar, 42°C). Das Monomer Natrium-4-vinyl-benzolsulfonat (NaSS,
Fluka) wurde ebenso wie der Emulgator Natriumdodecylsulfat (SDS, Fluka) und der
Initiator Kaliumperoxodisulfat (KPS, Fluka) ohne zusitzliche Reinigung verwendet.
Irgacure 2959 (2-Hydroxy-4’-hydroxyethoxy-2-methylpropiophenon) wurde freundlicher-
weise von Ciba Spezialititenchemie GmbH zur Verfiigung gestellt und wurde ebenso wie
Methacrylsdurechlorid (Fluka) ohne weitere Reinigung eingesetzt. Das bei den Synthesen
bzw. Versuchen eingesetzte Wasser wurde durch Reversosmose (Millipore MilliRO) und
anschlieBenden Ionenaustausch (Millipore MilliQ) vor jedem Experiment gereinigt.
Samtliche weitere Chemikalien wurden von VWR, Fluka oder Aldrich bezogen und
wurden ohne weitere Reinigung eingesetzt. Die verwendeten organischen Losungsmittel

stammten von der Firma Schopp (Karlsruhe).

VI.1.2 Synthese des Photoinitiators HMEM

Die Darstellung des Photoinitiators HMEM (Methacrylsdure-2-[4-(2-hydroxy-2-methyl-
propionyl)-phenoxy]-ethylester) erfolgte nach der von Guo ef al. (1999) entwickelten Vor-
gehensweise (s. Abb. VI.1). Hierbei wird von einem kéuflich erwerbbaren Photoinitiator
Irgacure 2959 (Ciba) ausgegangen. Dieser muss in eine polymerisierfahige Form tiberfiihrt
werden. Dazu wird er in einer Schotten-Baumann-Reaktion mit Pyridin als Base in

acetonischer Losung umgesetzt. Uber die hierbei eingefiihrte Vinylgruppe lisst sich der
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Photoinitiator HMEM durch Copolymerisation mit Styrol chemisch an die Kernoberflidche

o
%@—CI + vo—" 04@78+OH

binden.

Methacrylsidurechlorid Irgacure 2959 (Ciba)
Schotten-
Baumann- Pyridin
Reaktion
o]
Q 04@78+OH
[
po——

HMEM

Abb. VL1: Synthese des Photoinitiators HMEM (Guo et al. 1999): Uber eine Schotten-Baumann-Reaktion
wird eine Vinylgruppe in die Photoinitiatormolekiile eingebracht, welche zur kovalenten Anbindung der

Photoinitiatoreinheiten an den Polystyrol-Kern dient.

In einem 2 1-Rundkolben mit Septum wurden 189,6 g (0,845 mol) Irgacure 2959 in
1200 ml Aceton unter Riihren bei 30°C (Wasserbad) gelost. Nach Zugabe von 90 ml
(1,118 mol) Pyridin wurde die Losung iiber ein Eisbad auf 0°C heruntergekiihlt. Uber eine
Dosierapparatur (Razel) wurden 86,2 g (0,825 mol) Methacrylsdurechlorid bei einer
Tropfgeschwindigkeit von 0,5 ml/min unter stindigem Riihren hinzugegeben. Zur Weiter-
reaktion wurde das Reaktionsgemisch im Anschluss 12 Stunden bei Raumtemperatur
stehengelassen. Nach Einengen des Gemisches auf eine Masse von 430 g wurde der Riick-
stand zur Entfernung des bei der Reaktion gebildeten Pyridiniumsalzes achtmal mit jeweils
500 ml entionisiertem Wasser gewaschen. Die braunliche dickfliissige organische Phase
wurde in 150 ml Aceton aufgenommen und an Kieselgel (Fluka Kieselgel 60)
chromatographiert (Laufmittel: Aceton). Der Fortschritt der Reinigung sowie die Reinheit
des Filtrats wurde in regelmiBigen Abstinden mittels Diinnschichtchromatographie
(Merck Aluminiumoxid 60 F,s4 neutral (Typ E)) verfolgt. Die hellgelbe Produktlésung

wurde auf eine Konzentration von 40 — 65 Gew.-% eingeengt.
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Ausbeute: 75 — 100 g HMEM (30 — 40 %) in Form einer hochviskosen gelblichen
acetonischen Losung
Charakterisierung:

'H-NMR (CD;COCDs):
8 = 1,53 (s, 6H, -C(CHs)-OH); 1,93 (s, 3H, CH,=C(CHs)-); 4,45, 4,54 (t, 4H,
-0-CH,-CH,-0-); 5,69, 6,10 (d, 2H, CH,=C(CH3)-): 7,10, 8,28 (m, 4H, -O-C¢H4-CO-)

VI.1.3 Zweistufenemulsionspolymerisation zur Darstellung der PS-co-

HMEM-Kernlatices

Die Synthese der PS-Saat erfolgte in einem 3 l-Doppelmantel-Reaktor (Biichi). Dieser
wurde mit einem stidhlernen Ankerrithrer (Biichi), einer Magnetkupplung (IKA), einem
Rithrmotor (IKA) sowie einem RiickfluBkiihler und Innenthermometer ausgestattet. Die

Temperierung des Reaktors erfolgte iiber einen Thermostaten (Lauda R400).

Tab. VI.1: Einwaagemengen bei der Synthese der PS-Latices (1. Reaktionsschritt)

Latex K3 K4 K6
468,68 g 521,17 g 519,58 ¢
Styrol
(4,500 mol) (5,004 mol) (4,989 mol)
6,5547 g 7,2828 g 7,2605 g
SDS (99%)
(22,5 mmol) (25,0 mmol) (24,9 mmol)
KPS (99,5%) 1,8344 g 2,0379 g 2,0324 g
in 50 ml H,O (6,8 mmol) (7,5 mmol) (7,5 mmol)
H,0O 19326 g 21203 g 21134 ¢
Reaktionstemperatur 80°C 80°C 80°C
Reaktionsdauer l1h lh lh
Riihrgeschwindigkeit 320 U/min 320 U/min 320 U/min
FG vor Reinigung 19,4 Gew.-% 19,8 Gew.-% 19,3 Gew.-%
dpcs (H,0) 100,6 nm 97,2 nm 111,2 nm

SDS wurde im Reaktor unter Rithren in Wasser gelost. Nach fiinfmaligem Entgasen und
Beliiften mit Stickstoff wurde langsam unter stindigem Riihren (320 U/min) Styrol zuge-

geben. AnschlieBend wurde nochmals zweimal entgast und mit Stickstoff beliiftet. Nach
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Erhitzen der Reaktionsmischung auf 80°C unter Stickstoffatmosphédre wurde iiber eine
Serumkappe eine Losung von KPS in Wasser eingespritzt. Eine Latexprobe von 100 g
wurde dem Reaktor nach einer Reaktionszeit von einer Stunde entnommen. Diese wurde
nach Abkiihlen auf 40°C durch Glaswolle abfiltriert und zur Reinigung etwa eine Woche
gegen entionisiertes Wasser dialysiert (Medicell-Dialyseschlauch: Ausschlussgrenze 12000
bis 14000 Dalton). Zur Feststoffgehaltsbestimmung wurden 2 - 3 Latexproben in
Praparategldsern eingewogen, bis zur Gewichtskonstanz bei 80°C in einem Trocken-
schrank getrocknet und danach wiederum gewogen. Die Genauigkeit dieser Feststoffge-
haltsbestimmung liegt bei 0,4 - 1 % (s. VL.4).

Tabelle VI.1 zeigt eine Ubersicht iiber die im ersten Syntheseschritt eingesetzten Stoff-
mengen, den Feststoffgehalt (FG) der ungereinigten Latices sowie den hydrodynamischen

Durchmesser dpcs der erhaltenen Latexpartikel.

Tab. V1.2: Einwaagemengen bei der Synthese der PS-co-HMEM-Latices (2. Reaktionsschritt)

Latex Kpll Kpl2 Kpl3 Kpl4 Kpl6 Kp19
(HMEM in mol%) (0,5) (1,0) (2,0) (4,0) (2,0) (4,0)
PS-Latex K3 K3 K3 K3 K4 K6
(FG in Gew.-%) (19,40) | (19,40) | (19,40) | (19,40) | (19,80) | (19,32)
Menge 498,62 g | 499,48 g | 821,53 g | 490,58 g |2544,44 g|2590,57 g
(mol Styrol) (0,931) | (0,933) | (1,534) | (0,916) | (4,803) | (4,891)
HMEM-Lsg.
(Konz. in Gew.-%) (62,23) | (62,23) | (62,23) | (62,23) | (62,23) | (46,10)
Menge 2,18 ¢ 436 ¢ 1433¢g | 1738¢g | 4511g | 12429 ¢
(mmol HMEM) 4,7 9,3) (30,5) (37,0) (96,1) (196,2)
Reaktionstemperatur 70°C 70°C 70°C 70°C 70°C 70°C
Reaktionsdauer 5h Sh 5h 5h 5h 5h
o 320 320 320 320 320 320
Riihrgeschwindigkeit _ _ _ : : .
U/min U/min U/min U/min U/min U/min
. 20,1 20,2 20,4 21,3 20,6 20,7
FG vor Reinigung
Gew.-% | Gew.-% | Gew.-% | Gew.-% | Gew.-% | Gew.-%
dpcs (H,0) 100,8 nm | 100,6 nm | 100,8 nm | 102,6 nm | 99,8 nm | 111,4 nm

Zur Aufpolymerisation der Photoinitiatorschicht wurde die Temperatur des Reaktionsge-
mischs von 80°C auf 70°C abgesenkt. AnschlieBend wurde eine konzentrierte acetonische
Losung von HMEM per Dosierapparatur (Razel) mit einer Zutropfgeschwindigkeit von 0,2
ml/min durch das Septum injiziert. Nach Zugabe entsprechender HMEM-Mengen wurden
jeweils 500 g Latex dem Reaktor entnommen und in 1000 ml-Dreihalskolben mit KPG-
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Riihrer (Glaswelle und PTFE-Riihrblatt) und RiickfluBkiihler zur Weiterreaktion tiberfiihrt.
Die Hauptmenge des Reaktionsgemischs blieb dabei stets im Reaktor. Im Falle der PS-co-
HMEM-Latices Kp16 und Kp19 erfolgte die Darstellung ausschlieBlich im Reaktor.

Die Gesamtreaktionsdauer der zweiten Stufe betrug fiir simtliche Ansétze 5 Stunden. Nach
Abkiihlen auf 40°C wurden die erhaltenen Latices durch Glaswolle filtriert. Die Reinigung
der Latices erfolgte mittels Ultrafiltration (s. VI.1.6). Als Reinigungsserum wurden hier 4 1
entionisiertes Wasser (Millipore, k < 0,05 pS/cm) benutzt.

Die Einwaagen der Eduktmengen zur Synthese der PS-co-HMEM-Latices sind in Tabelle
V1.2 aufgefiihrt.

VI.1.4 Photoemulsionspolymerisation zur Darstellung der Kern-Schale-

Latices

Die Aufpolymerisation der Polyelektrolytbiirsten auf den PS-co-HMEM-Kern erfolgte in
einem UV-Reaktor (a.c.k. Enviolet Laborreaktor) bestehend aus einem horizontalem UV-
Modul (500 W Hg-Mitteldruckstrahler, Wellenldngenbereich 200 — 600 nm), einer Um-
wilzpumpe und einem 3000 ml-Vorratsgefa mit Durchflusskiihler (s. Abb. IV.5).

Die mit Hilfe der Zweistufenemulsionspolymerisation hergestellten und durch Ultra-
filtration gereinigten PS-co-HMEM-Kernlatices wurden mit Wasser auf einen Feststoffge-
halt von 2,5 Gew.-% verdiinnt sowie mit dem wasserldslichen Monomer (Acrylsdure bzw.
Natrium-4-vinyl-benzolsulfonat) versetzt. Nach Uberfiihrung in das Vorratsgefi8 wurde
das Gemisch viermal entgast und mit Stickstoff beliiftet. Die Reaktionsmischung wurde
nun kontinuierlich vom Vorratsgefil in das UV-Modul gepumpt und ringférmig unter
UV/VIS-Bestrahlung um die UV-Lampe geleitet. Nach einem Wirmeaustausch gelangt
das Reaktionsgemisch zuriick in das Vorratsgefi. Zur Abfithrung der durch den UV-
Strahler erzeugten Warmemenge wurde ein leistungsstarker Umwilzkiihler (Haake UWK
140/TP1) mit einer Kiihlwassertemperatur von 6°C eingesetzt. Die Temperatur des
Reaktionsgemischs konnte dabei wihrend der Reaktionsdauer von 30 Minuten auf
maximal 32°C gehalten werden. Der Reaktionsmischung wurden mehrfach Proben von 3 g
entnommen, um den Reaktionsumsatz und die Ausbildung der Schale wéhrend der
Reaktion untersuchen zu kénnen.

Nach Reaktionsabbruch wurden die erhaltenen Latices ausgiebig mittels Ultrafiltration ge-
reinigt (s. VI.1.6). Als Reinigungsserum wurden jeweils 12 | entionisiertes Wasser
(Millipore, k¥ < 0,05 puS/cm) eingesetzt. Die zur Synthese der Latices mit Polyacrylsédure-

Schale eingesetzten Eduktmengen sowie die erhaltenen hydrodynamischen Durchmesser
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dpcs der Latexpartikel sind in Tabelle V1.3 aufgefiihrt respektive in Tabelle VI.4 fiir die

Systeme mit einer Schale aus Polystyrolsulfonatketten.

Tab. V1.3: Einwaagemengen bei der Synthese der PS/PAA-Kern-Schale-Latices

Latex KpS12 | KpS13 | KpS14 | KpS15 | KpS18 | KpS21
Kern Kpl1 Kp14 Kpl3 Kpl12 Kpl6 Kp19
(HMEM in mol%) (0,5) (4,0) (2,0) (1,0) (2,0) (4,0)
Kernlatex 843,17 g | 880,28 g | 709,22 g | 611,62 g | 614,25g | 703,56 g
(FG in Gew.-%) (5,93) (5,68) (7,05) (8,18) (10,66) (9,45)
Acrylsdure 13,67g | 12,51 g | 13,09¢g | 13,46¢ 6,55¢ 11,66 g
(mmol) (189,7) | (173,6) | (181,7) | (186,8) (90,9) (161,8)
H,O 11433 ¢g | 1107,2¢g | 1277,7¢g | 13749¢g | 1379,0g | 21138 g
Reaktionsbed. 32°C, UV |32°C, UV |32°C, UV |32°C, UV |32°C, UV | 32°C, UV
Reaktionszeit 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min
dpcs (10mM MES) | 243nm | 226nm | 207nm | 286 nm | 123nm | 187 nm

Tab. V1.4: Einwaagemengen bei der Synthese der PS/PSS-Kern-Schale-Latices

Latex KpSS1 KpSS2
Kern Kpl19 Kpl9
(HMEM in mol%) (4,0) (4,0)
Kernlatex 529,10 g 643,52 g
(FG in Gew.-%) (9,45) (9,45)
NaSS 3545 ¢ 64,68 g
(mmol) (171,9) (313,6)
H,0 14350 g 17243 g
Reaktionsbed. 32°C, UV 32°C, UV
Reaktionszeit 30 min 30 min
dpcs (10mM MES) 225 nm 301 nm

Um reproduzierbare Bestrahlungsbedingungen zu gewihrleisten, wurde die UV-Leistung
des Strahlers alle 10 Betriebsstunden tiberpriift. Hierbei diente der UV-induzierte Abbau
von H,0, als MaB fiir die UV-Leistung der Lampe. 3000 ml einer 0,2 M wissrigen H,O,-
Losung wurden im Reaktorsystem unter Kiithlung (8°C) 15 Minuten lang der UV-Strahlung

ausgesetzt. In regelmifBigen Zeitabstdnden wurden dem System Proben entnommen, deren

H,0,-Konzentration cerimetrisch durch Titration mit 0,02 M Ce(IV)-Lésung und Ferroin

als Redoxindikator bestimmt wurde. Die erhaltenen H,0,-Konzentrationen wurden gegen
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die Bestrahlungsdauer aufgetragen. Aus der Steigung der Regressionsgeraden ldsst sich
nach Normierung auf die Ausgangsleistung der Lampe von 500 W der H,O,-Abbau in
mol/kWh erhalten. Bei den hier beschriebenen Versuchen lag dieser Wert zwischen 1,9

und 2,4 mol/kWh je nach eingesetzter Lampe.

VIL.1.5 Emulsionspolymerisation zur Darstellung des PS-co-AA-Latex
PSAA

Die Synthese des carboxylierten PS-Latex PSAA erfolgte ebenfalls in dem in Abschnitt
VI.1.3 beschriebenen 3 I-Doppelmantel-Reaktor (Biichi).

Der Emulgator SDS wurde unter Rithren (320 U/min) in Wasser gelost. Styrol und Acryl-
sdaure wurden nach fiinfmaligem Entgasen und Beliiften mit Stickstoff langsam unter
staindigem Riihren zudosiert. Im Anschluss wurde noch zweimal entgast und mit Stickstoff
beliiftet. Nach Erreichen der Reaktionstemperatur von 80°C wurde unter Stickstoff-
atmosphére tiber eine Serumkappe eine wissrige KPS-Losung injiziert. Nach einer
Reaktionsdauer von 6 Stunden wurde die entstandene Dispersion auf 40°C abgekiihlt und

tiber Glaswolle abfiltriert.

Tab. VIL.5: Einwaagemengen bei der Synthese des PS-co-AA-Latex PSAA

Latex PSAA
364,53 g
Styrol
(3,500 mol)
13,27 g
Acrylsdure
(0,184 mol)
3,2196 g
SDS (99%)
(11,1 mmol)
KPS (99,5%) 0,7007 g
in 50 ml H,O (2,5 mmol)
H,O 1526,7 g
Reaktionstemperatur 80°C
Reaktionsdauer 6h
Rithrgeschwindigkeit 320 U/min
FG vor Reinigung 19,7 Gew.-%
dpcs (HzO) 109,3 nm
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Die Reinigung des Latex erfolgte durch intensive Ultrafiltration (s. VI.1.6) gegen 12 1 ent-
ionisiertes Wasser (Millipore, k < 0,05 uS/cm).

Tabelle V1.5 zeigt eine Ubersicht iiber die eingesetzten Stoffmengen, den Feststoffgehalt
(FG) des ungereinigten Latex sowie den hydrodynamischen Durchmesser dpcs der er-

haltenen Latexpartikel.

VI.1.6 Reinigung der Latices

Ultrafiltration / Serumreplacement

Auslal fur
Reinigungsfliissigkeit

Zelle (PVC) mit
Be- und Entliiftung

Latexprobe
Anschluf3 .
Stislist:)lfﬁzli:sche A Einlal fiir
N, » Reinigungs-
fliissigkeit

1,2 bar
Be- und

Entliiftung

Magnetriihrstab

Vorratsgefill (PVC)

- >S5 Dichtungsring
mit Reinigungs- — /

Membrane

fliissigkeit —
\\ Serumauslafl

Auffanggefil3

> 000
t:j @// Magnetriihrer

Abb. VL2: Schematischer Aufbau einer Ultrafiltrationseinheit bestehend aus Serumreplacementzelle und

Vorratsgefil3

Die Ultrafiltration wurde in Serumreplacementzellen (Eigenbau) durchgefiihrt (s. Abb.
V1.2). Diese besitzen ein Fassungsvermdgen von 750 ml und ermdglichen es, durch Ein-
satz von Zellulosenitrat-Membranen mit Porenweite 50 bzw. 100 nm (Schleicher &

Schuell) geloste Polymere und nichtionische Tenside aus dem Dispersionsmedium zu ent-
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fernen. Weiterhin ist mit dieser Apparatur eine Aufkonzentrierung der Latices aber auch
eine Einstellung bestimmter lonenstirken und pH-Werte moglich.

Die Serumreplacementzelle wurde mit jeweils 450 ml des zu reinigenden Latex gefiillt. Bei
einem Stickstoffiiberdruck von 1,2 bar konnte das Dispersionsmedium der synthetisierten
Kern-Schale-Latices bei einem Feststoffgehalt von 3,5 Gew.-% ausgetauscht werden. Die
Geschwindigkeit dieses Austauschs betrug 80 ml/h. Die Reinigung wurde abgebrochen,
wenn das Serum anndhernd die gleiche Leitfidhigkeit wie das Reinigungsserum aufwies.
Als Reinigungsserum waren hierzu 12 - 14 1 entionisiertes Wasser (Millipore, k < 0,05
uS/cm) erforderlich.

Vor Beginn der unter VI.2.2 beschriebenen Proteinadsorptionsversuche wurde das
Dispersionsmediums in einer weiteren Ultrafiltration gegen Pufferlosung ausgetauscht.

Dieser Schritt wurde nach achtmaligem Austausch des Dispersionsmediums beendet.

Dialyse

Zunéchst wurde ein aus Zellulose bestehender Dialyseschlauch (Medicell: Ausschluss-
grenze 12000 — 14000 Dalton) zur Sterilisation 4 Stunden in entionisiertem Wasser ausge-
kocht. Dieser wurde anschliefend mit Latex gefiillt, an beiden Enden verschlossen und in
ein Dialysebad aus entionisiertem Wasser gehédngt. Die Dialysedauer betrug je nach Latex
ein bis zwei Wochen. Téglich erfolgte ein Austausch des Dialysebads. Die Leitfdhigkeit im

Dialysebad wurde konduktometrisch zur Kontrolle des Fortschritts der Reinigung verfolgt.

VI.1.7 Abspaltungsreaktion

Die Abspaltung der Polyacrylsdure- bzw. Polystyrolsulfonatketten vom Polystyrol-Kern
wurde an 3 - 4 Gew.-%igen, mittels Ultrafiltration gereinigten Latexproben durchgefiihrt.
Die Latexmengen wurden dabei so bemessen, dass der Feststoffanteil der Proben bei 8 -
10 g lag. Wissrige Natriumhydroxid-Losung wurde unter Rithren langsam zugegeben, bis
eine Natriumhydroxid-Konzentration von 2 mol/l in der Reaktionsmischung erreicht
wurde. AnschlieBend wurde 15 Tage bei 120°C gertihrt. Nach Neutralisation des
Reaktionsgemisches mit 2 M Salzsdure wurde der teilweise ausgeflockte Latex abfiltriert
(Schleicher & Schuell, Zellulosenitrat-Membrane: Porenweite 100 nm). Zur Abtrennung
des hohen Salzanteils wurde die Polymerlosung mittels Ultrafiltration gereinigt. Hierzu

wurde eine Regeneratzellulose-Membrane (Millipore, molekulare Ausschlussgrenze: 5000
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Dalton) eingesetzt. Als Reinigungsserum wurde entionisiertes Wasser (Millipore, k < 0,05
pnS/em) verwendet.

Nach Gefriertrocknung wurden 300 - 350 mg Polyacrylat Natriumsalz bzw. 1,2 — 1,6 g
Polystyrolsulfonat Natriumsalz erhalten. Dies entspricht einer Abspaltung von 20 - 40 %
der Polyacrylsdureketten bzw. 40 — 60 % der Polystyrolsulfonatketten.

VI.2 Adsorptive und kovalente Immobilisierung der Proteine

VI.2.1 Proteine und Puffersysteme

Proteine

Tab. VL6: Ubersicht {iber die eingesetzten Proteine: Produktbezeichnung, Chargennummer und Protein-

gehalt

Protein Spezies | Produktbez., Charge | Gehalt | Bemerkung
Rind Sigma A-6003, 20K7607, | 97 %,

Albumin fettsdurefrei

(Serum) 91K7435 99 %
) Rind

Albumin Fluka 05480, 411662/1 97 % -
(Serum)

Albumin Rind . 10 mol FITC pro

) Sigma A-9771, 041K7535 | 96 %
-markie erum mo
(FITC kiert) | (S ) 1 BSA

Amylase Bac. subt. Fluka 10069, 52907/1 100 % -
enthélt Puffer-

1
substanzen

Glucoamylase | Asp. niger Fluka 10115, 48872/1 47 %

Rind
Héimoglobin (Bllnt) Fluka 51290, S13114-452 | >94 % | fremdsalzfrei
u
Lactoglobulin Rind Sigma L-3908, 119H7008 | 100 % -
Huhn
Lysozym o Fluka 62970, 48808/1 98 % -
(Eiweil3)
_ Pferd )
Myoglobin (Herz) Sigma M-1882, 090K7041 | 94 % 6 % H,O
erz
) Rind .
Ribonuklease A Sigma R-4875, 092K0634 | 97 % -
(Pancreas)

1) Zur Entfernung des Fremdsalzanteils wurde die Proteincharge einer Ultrafiltration (Millipore, Regenerat-

zellulose-Membrane, molekulare Ausschlussgrenze: 30.000 Dalton) gegen entionisiertes Wasser unterzogen.
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Die Proteine wurden soweit verfiigbar in lyophilisierter (gefriergetrockneter) Form be-
zogen. Bei der Auswahl der Proteinchargen wurde insbesondere darauf geachtet, dass die
Proteinproben hochstens geringfiigige Fremdsalzzusitze enthielten sowie nahezu frei von
Fremdproteinen waren. In Tabelle V1.6 sind die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten

Proteine zusammengestellt.

Puffersysteme

Als Losungsmittel der oben aufgefiihrten Proteine bzw. als Dispersionsmedium der Latex-
partikel wurden 10 mM und 50 mM 2-Morpholinoethansulfonsidure-Puffer (MES) bzw.
10 mM 2-(Cyclohexylamino)-ethansulfonsidure-Puffer (CHES) verwendet.

Hierzu wurden jeweils 50 mmol bzw. 250 mmol der Puffersubstanz in einem 5 1-MaB-
kolben aufgelost und mit 1 M NaOH auf pH 6,1 (MES) bzw. pH 9,3 (CHES) eingestellt.
Zusétzlich wurden dem Puffer 10 mmol Natriumazid zugesetzt, um einem mdoglichen Be-
fall durch Mikroorganismen entgegenzuwirken. Je nach Experiment wurden weiterhin de-
finierte Mengen an Natriumchlorid zugesetzt, um hohere lonenstirken einzustellen.

Zur Untersuchung der pH-Abhéngigkeit der Proteinadsorption (s. Kap. 1V.4.4) wurden
10 mM MES-Pufferlosungen mit pH 5,1, pH 6,1 sowie pH 7,2 hergestellt, wobei die
Ionenstirke durch Zusatz entsprechender Mengen an Natriumchlorid auf 12 mM eingestellt
wurde. Samtliche Pufferlosungen wurden bis unmittelbar vor ihrer Verwendung bei 4°C
gelagert.

VI.2.2 Proteinadsorption auf den Latexpartikeln

Zur Erstellung der in Kapitel IV.2 gezeigten Adsorptionskurven wurden standardmiBig
jeweils zehn Proben unterschiedlicher Proteinkonzentration angesetzt, welche einen
moglichst groBen Adsorptionsbereich abdecken sollten. Die Priparation, die
Wechselwirkung der Latexpartikel mit der Proteinlosung und die abschlieende
Ultrafiltration zur Entfernung von nicht-adsorbierten Proteinen wurden fiir alle Proben
einer Serie parallel durchgefihrt, um 4duflere  Storeinfliisse, insbesondere
Temperaturschwankungen, moéglichst gering halten zu konnen. Dies war besonders bei der
Ultrafiltration von groBter Wichtigkeit, da die Ultrafiltrationseinheit (s. Abb. VI.3) nicht
temperierbar ist. Eine Temperaturkontrolle war hier nur iiber die Raumklimatisierung
moglich. Die Anzahl der Proben, welche gleichzeitig bearbeitet werden konnten, war durch
die speziell fiir diese Versuche entwickelte Ultrafiltrationseinheit (Eigenbau) auf zehn

Stiick limitiert. Waren zusétzliche Proben erforderlich bzw. wurden Wiederholungs-
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experimente durchgefiihrt, erfolgte dies mit moglichst geringem Zeitversatz aus besagten
Griinden.

Vor Beginn der eigentlichen Probenpriparation wurde in einer ausgiebigen Ultrafiltration
(s. VI.1.6) das Dispersionsmedium der als Trigersystem eingesetzten Suspension gegen
die Pufferlosung ausgetauscht. Der Feststoffgehalt der derart behandelten Suspension lag
zwischen 3 und 9 Gew.-%.

Abb. VL.3: Abbildung der linken Hélfte der Ultrafiltrationseinheit zur Entfernung von ungebundenem
Protein bestehend aus zehn Ultrafiltrationszellen (vorne, vgl. Abb. VI.2) und zehn Vorratsgefiien (dahinter).
Das freie, nicht-adsorbierte Protein wird in Sammelgefiaflen (unten) aufgefangen.

Die Ansatzmenge der Proben wurde auf jeweils 10 g bei einem Latexpartikelgehalt von 1
Gew.-% bemessen. Je nach Experiment wurden zunichst 5 — 200 mg Protein in dem ge-
wihlten Puffermedium unter leichtem Schwenken gelost. Die Proteinlosung wurde mit
einem entsprechenden Aquivalent an Suspension von 100 mg Latexpartikel versetzt. Die
mit Protein versetzte Latexsuspension wurde 24 h bei 4°C geriihrt. Der freie, nicht-
adsorbierte Proteinanteil wurde iiber eine Ultrafiltration (Schleicher & Schuell,
Zellulosenitrat-Membrane: Porenweite 100 nm) unter achtmaligem Austausch des
Dispersionsmediums gegen frische Pufferlosung abgetrennt (s. Abb. VI.3). Die Menge an
freiem Protein im Filtrat wurde spektroskopisch aus der Extinktion bei einer Wellenlédnge
von 278 nm bestimmt (s. Kap. VI.3.7). Aus der Differenz von eingesetztem zu freiem,
nicht-gebundenem Protein ergibt sich der auf den Latexpartikeln adsorbierte Proteinanteil.
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Fiir zahlreiche weiterfithrende Studien insbesondere der in Kapitel IV.5 beschriebenen
Desorptionsexperimente waren groere Probemengen erforderlich. In diesen Fallen wurde
analog dem oben skizzierten Schema verfahren, wobei die Ansatzmenge allerdings um
einen Faktor 2 — 25 vergroBert wurde. Zur Abtrennung des nicht-adsorbierten Proteins
wurden hier groftenteils Ultrafiltrationszellen mit erhohtem Fassungsvermogen herange-

zogen.

VI.2.3 Freisetzung und Abtrennung adsorbierter Proteine

Als besondere Charakteristik der Proteinadsorption auf Polyelektrolytbiirsten hat sich die
Moglichkeit herausgestellt, adsorbierte Proteine durch Erhdhung der lonenstirke wieder
freizusetzen (s. Kap. IV.5)

Um diesen Effekt, insbesondere die Frage, wie viel Protein wieder desorbiert werden kann,
zu untersuchen, wurde eine moglichst groBBe Probemenge herangezogen. SchlieBlich sollte
das desorbierte Protein isoliert werden und dessen Konformation analysiert werden (s.
Kap. IV.5). Ausgegangen wurde jeweils von Proben, welche nach der in Abschnitt VI.2.2
beschriebenen Methodik prépariert wurden. Der Anteil an nicht-adsorbiertem Protein
wurde zuvor in einer intensiven Ultrafiltration gegen frische Pufferlosung entfernt. Im An-
schluss daran wurde die Suspension einer weiteren Ultrafiltration (Schleicher & Schuell,
Zellulosenitrat-Membrane: Porenweite 100 nm) gegen Pufferlésung unterzogen, welcher
allerdings zusétzlich 500 mM Natriumchlorid zugesetzt worden waren. Diese Ultra-
filtration erfolgte unter achtmaligem Austausch des Dispersionsmediums der Latexpartikel.
Die Menge an desorbiertem Protein wurde mittels Absorptionsspektroskopie ermittelt (s.
Kap. VI.3.7). Diese Quantifizierung wurde bereits an dieser Stelle durchgefiihrt, um
mogliche Verluste bei der weiteren Vorgehensweise ausschlielen zu konnen.

Im Anschluss erfolgte eine weitere Ultrafiltration gegen entionisiertes Wasser (Millipore,
< 0,05 uS/cm) zur Abtrennung der hohen Salzfracht von der Proteinlosung. Hierbei wurde
eine moglichst groBe PorengréBe der Membran (Millipore, Regeneratzellulose-Membrane
molekulare Ausschlussgrenze: 10000 bzw. 30.000 Dalton) gewihlt, um die Gesamtdauer
des Vorgangs nicht zuséitzlich zu erhohen. Ansonsten hitten Verdnderungen des Proteins
infolge der langwierigen Ultrafiltrationsschritte von insgesamt mehr als drei Tagen Dauer
auftreten konnen.

Die Proteinlosung wurde durch einen 5 um-Polyester-Membran-Spritzenfilter
(membraPure MEMBREX 25 PET) filtriert, um Staubpartikel und Abriebreste von der

Regeneratzellulose-Membrane zu entfernen. AbschlieBend wurde das Protein gefrierge-
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trocknet und bis zur Sekundérstrukturanalyse mittels FT-IR-Spektroskopie (s. Kap. IV.6.1)
bei 4°C gelagert.

VI1.2.4 Kovalente Proteinimmobilisierung

Die in Kapitel IV.9 beschriecbene Dorman-Reaktion zur kovalenten Fixierung von
Proteinen auf carboxylierten Latices verlduft in zwei Reaktionsschritten: Zunédchst werden
die Carboxylgruppen in ein Aktivesterintermediat {iberfiihrt. Nach Entfernen des iiber-
schiissigen Aktivierungsreagenz erfolgt die Zugabe des Proteins.

Dorman-Reaktion

Vor Beginn des Experiments wurde das Dispersionsmedium des PS/PAA-Kern-Schale-
Latex durch Ultrafiltration (s. VI.1.6) gegen 50 mM MES-Puffer (pH 6,1) ausgetauscht.
Pro Gramm der in MES-Puffer suspendierten Latexpartikel wurden 191,7 mg N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N’-ethyl-carbodiimid (EDC, Fluka) sowie 1151,0 mg N-Hydroxy-
succinimid (NHS, Fluka) gelost in 20 ml MES-Puffer zugegeben. Die zugesetzte Puffer-
menge wurde dabei derart bemessen, dass der Gehalt der Latexpartikel am Gesamtansatz
1 Gew.-% betrug. Nach einer Reaktionszeit von 24 h unter stdndigem Rithren bei 4°C
wurde nicht-umgesetztes EDC/NHS in einer Ultrafiltration gegen 600 ml Pufferlosung ent-
fernt. Dieser Reinigungsschritt erfolgte unter Eiskiihlung, um die Hydrolyserate der Aktiv-
esterspezies moglichst gering zu halten.

Die gewdhlte Menge an BSA (Fluka) wurde in 20 ml 50 mM MES-Puffer gelost und zu
den voraktivierten Latexpartikeln hinzugesetzt. Die Mischung wurde weitere 24 h bei 4°C

geriihrt.

Hager-Reaktion
Die Hager-Reaktion verlief analog zur Dorman-Reaktion, wobei der Reinigungsschritt
entfiel und das Protein direkt nach Zugabe von EDC/NHS zugesetzt wurde.

Reinigung

Zunichst wurde die Suspension einer intensiven Ultrafiltration gegen 50 mM MES-Puffer
unterzogen, um nicht-gebundenes Protein sowie Reagenzreste bzw. deren Hydrolyse-
produkte abzutrennen. Eine weitere Ultrafiltration gegen eine Detergenzlésung (1 Vol.-%
Triton X-100, 1 M NaCl, eingestellt auf pH 9,0 mit Natronlauge) diente zur Entfernung des
adsorptiv gebundenen Proteinanteils. Nach Abschluss der Reinigung wurde die

Detergenzlosung wieder gegen 50 mM MES-Puffer ausgetauscht.
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Teilweise wurde auf die erste Ultrafiltration gegen MES-Puffer verzichtet, welche

lediglich zur Bestimmung des adsorptiv gebundenen Proteinanteils diente.

VI.2.5 Quantifizierung der kovalent immobilisierten Proteinmenge

Die Bestimmung der Menge an Albumin, welche pro Gramm Tragerpartikel kovalent tiber
die Dorman- bzw. Hagerreaktion an die PS/PAA-Kern-Schale-Latices angebunden werden
konnte, erfolgte zum einen tiber den Stickstoffgehalt der Partikel. Alternativ bzw. zur Er-
gianzung wurden hierzu ebenfalls spektroskopische Methoden in Form eines Protein-
Assays eingesetzt.

Stickstoffgehaltsbestimmung

Die Analyse des Stickstoffgehaltes wurde durch ein externes Analysenlabor (Malissa &
Reuter GmbH) an gefriergetrockneten Latexproben mit einem Elementaranalysator
(Elementar) durchgefiihrt, welcher auf der Basis eines modifizierten Pregel-Dumas-Ver-
fahrens funktioniert. Der Stickstoffgehalt der eingesetzten Proteincharge (BSA, Fluka)
wurde auf die gleiche Weise zu 15,4 Gew.-% (£ 0,3 Gew.-%) bestimmt und diente zur Be-
rechnung der gebundenen Proteinmenge aus dem Stickstoffgehalt der Latexproben.

Zur Uberpriifung der Eignung der Methodik wurden verschiedene Kontrollexperimente
durchgefiihrt: In einer Blindprobe bestehend aus reinen PS/PAA-Latexpartikel lieBen sich
erwartungsgeméll nur minimale Spuren von Stickstoff (60 mg N/kg + 18 mg N/kg) fest-
stellen. In einem weiteren Experiment wurden PS/PAA-Latexpartikel zunéchst in 50 mM
MES-Puffer (pH 6,1) suspendiert und anschlieBend einer Ultrafiltration gegen ent-
ionisiertes Wasser unterzogen. Die MES-Molekiile lieBen sich vollstandig durch die Ultra-
filtration entfernen, wie die Stickstoffanalyse (90 mg N/kg = 27 mg N/kg) ergab. Neben
Protein und MES-Puffer kommen weiterhin die Reagenzien EDC und NHS bei der
Dorman-Reaktion (s. Kap. IV.9) als mogliche Stickstoffquellen in Frage. Zur Uberpriifung
wurde hier eine Latexprobe gemil der ersten Stufe der Dorman-Reaktion mit EDC/NHS
aktiviert und im Anschluss gegen entionisiertes Wasser ultrafiltriert. Es zeigte sich hierbei,
dass die Reagenzien bzw. deren Hydrolyseprodukte durch den Reinigungsschritt voll-

standig entfernt werden.
BCA-Assay

Dieser Protein-Assay beruht darauf, dass im alkalischen Milieu zweiwertige Kupferionen

durch die Amidgruppen der Proteine zu einwertigen Ionen reduziert werden (Smith et al.
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1995). Die einwertigen Kupferionen werden durch Bicinchoninséure (BCA) in Form eines

tiefvioletten Komplexes gebunden (s. Abb. VI.4).

Protein O O
+

X N\
COOH COOH O '

Abb. VI.4: Reaktionsprinzip des BCA-Assays: Cu*'-Ionen werden in Gegenwart von Protein im alkalischen
Medium zu Cu'-Tonen reduziert und von BCA-Molekiilen in Form eines violetten Komplexes aufgefangen,

dessen Konzentration tiber die Extinktion bei einer Wellenlédnge von 562 nm zugénglich ist.

2.0

1.5

Extinktion (562 nm)
>

0.5

BSA-Konzentration [mg/ml]

Abb.VL5: Eichkurve des BCA-Assays: Proben einer Konzentrationsreihe des Proteins wurden mit der BCA-

Reagenzlosung versetzt und deren Extinktion bestimmt. Die erhaltenen Messwerte wurden einer

quadratischen Regression unterzogen.
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Es wurde ein Protein-Kit (Pierce BCA-Protein-Assay-Kit) eingesetzt, der sich aus zwei
wissrigen Reagenzlosungen zusammensetzte: Reagenz A enthielt Natriumbicinchonin-
sdure, Natriumcarbonat, Natriumtartrat, Natriumhydroxid sowie Natriumbicarbonat. Bei
Reagenz B handelte es sich um Kupfersulfatlosung. Zur Herstellung des eigentlichen
Nachweisreagenzes wurden 50 ml Reagenz A mit 1 ml Reagenzlosung B vermischt,
woraufhin sich zunéchst ein griiner Niederschlag ausbildete, welcher sich rasch wieder
aufloste. Die fertige Reagenzlosung wurde maximal einen Tag lang verwendet.

0,1 ml Probelosung wurden mit 2 ml des BCA-Reagenzes bei 38°C (Wasserbad) 30
Minuten lang inkubiert. Nach Filtration der violetten Losung durch einen 1 pm-Polyester-
Membran-Spritzenfilter (membraPure MEMBREX 25 PET) wurde deren Extinktion bei
einer Wellenldnge von 562 nm bestimmt (s. VI.3.7). Zur Beriicksichtigung der Eigen-
extinktion der Latexpartikel wurden die Proben gegen eine Referenzsuspension gleicher
Teilchenkonzentration gemessen.

Die Ermittlung des BSA-Gehalts der Proben aus den Extinktionswerten erfolgte tiber eine
Eichkurve (s. Abb.VL.5), welche iiber die gleiche Weise mittels einer Konzentrationsreihe

des Proteins in mg/ml erhalten wurde.

V1.3 Gerite und Untersuchungsmethoden

VIL3.1 Bestimmung des Feststoffgehalts der Dispersionen

Zur Feststoffgehaltsbestimmung wurden 2 - 3 Latexproben von je 1 — 2 ml in Préparate-
gldsern eingewogen, bis zur Gewichtskonstanz bei 80°C in einem Trockenschrank ge-
trocknet und wiederum gewogen. Der Gesamtfeststoffanteil ergibt sich aus dem Massen-
verhéltnis des getrockneten Latex zur eingewogenen Dispersion. Der Feststoffgehalt der
Pufferlosung wurde entweder berechnet oder ebenfalls gravimetrisch ermittelt. Unter Be-
riicksichtigung des Feststoffanteils des Dispersionsmediums ergibt sich der Massenanteil
an Latexpartikeln aus dem Feststoffgehalt der Dispersion zu:

FG (Dispersion) - FG (Pufferlosung)

FG (Partikel) = (6-1)
1 -0,01 FG (Pufferlsung)
FG (Partikel): Massenanteil an Latexpartikeln in Gew.-%
FG (Dispersion): Feststoffgehalt der Dispersion in Gew.-%
FG (Pufferlosung): Feststoffgehalt der Pufferlgsung bzw. des

Dispersionsmediums in Gew.-%

158



Experimenteller Teil

VI1.3.2 Konduktometrische Titration

Die Massenzusammensetzung der PS/PAA-Kern-Schale-Latices wurde iiber kondukto-
metrische Titration der Carboxyl-Gruppen mittels eines Leitfdhigkeitsmessgerdtes der
Firma WTW (LF 537) bestimmt. Es wurden jeweils 1 g Latexpartikel mit entionisiertem
Wasser auf ein Volumen von 200 ml verdiinnt und mit 0,1 M Natronlauge titriert. In die
Probe wurde ein leichter Stickstoffstrom eingeleitet, um einer Aufnahme von Kohlen-
dioxid aus der Luft entgegenzuwirken.

Die gemessene Leitfihigkeit x« der Elektrolytlosung hingt von der Anzahl der geladenen

Partikel bzw. der lonen sowie deren Beweglichkeit ab:

k=F c'(eq) u (6-2)
K Leitféhigkeit
F: Faraday-Konstante

c'(eq): Aquivalentkonzentration
u: Ionenbeweglichkeit

Im Falle von Polyacrylsdure als schwachen Polyelektrolyten lédsst sich die Neutralisations-
titration in folgende Reaktionsgleichungen unterteilen:

) ~COOH —— ~COO +H"
(1T ~COO +H +Na"+ OH —— ~COO +Na' + H,0
(I11) ~COO +Na" + H,O —= ~COOH + Na' + OH’

Abbildung V1.6 zeigt ein zugehoriges schematisches Titrationsdiagramm. Zu Beginn der
Titration (Punkt A) ist die Leitfahigkeit klein aufgrund des geringen Dissoziationsgrades
der Polyacrylsdure (Reaktionsglg. I). Sie nimmt weiterhin ab (AB), da nach Gleichung II
die leitfihigeren H;0 "-Ionen (,,Extraleitfihigkeit” der Ionen des Wassers, Kunze et al.
1996) durch Na'-Ionen verdringt werden. Allmihlich bildet sich soviel Natriumpoly-
acrylat, dass die Leitfihigkeit wieder zunimmt (BC). Nach Uberscheiten des Aquivalenz-
punkts (C) kommt es zu einem steileren Ansteigen der Leitfihigkeit, da die besonders leit-
fahigen OH -Ionen (,,Extraleitfahigkeit*) nun nicht mehr verbraucht werden.

Zur genauen Bestimmung des Aquivalenzpunktes C werden die Werte in den Bereichen
BC und CD einer linearen Regression unterworfen. Der Aquivalenzpunkt ergibt sich aus
dem Schnittpunkt beider Regressionsgeraden.
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ml NaOH

Abb. VL.6: Leitfiahigkeitstitration eines schwachen Polyelektrolyten

VI.3.3 Scheibenzentrifuge (DCP)

Mit Hilfe einer Scheibenzentrifuge (Brookhaven Instruments Corporation BI-DCP) konnte
die TeilchengroBenverteilung der Kernlatices (PS- und PS-co-HMEM-Latices) untersucht
werden. Es erfolgt dabei eine Sedimentation der Latexteilchen in einer Tréagerfliissigkeit
(Spinflussigkeit) innerhalb einer mit konstanter Geschwindigkeit rotierenden vertikal auf-
gehdngten Plexiglashohlscheibe (s. Abb. VI.7). Die Detektion erfolgt tiber eine
turbidimetrische Analyse.

5%ige Sucrose
if 2%ige Sucrose

Dodekan
. Detektor

Abb. VI.7: Schematische Darstellung der Scheibenzentrifuge in Frontal- und Seitenansicht
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Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen wurden 10 ml 5 Gew.-%ige
wissrige Sucrose-Losung (Fluka) als Spinfliissigkeit verwendet, welche bei einer Um-
drehungszahl von 15000 U/min mit 0,8 ml einer 2 Gew.-%igen wéssrigen Sucrose-Losung
iiberschichtet wurde. Durch dreimaliges kurzes Unterbrechen (0,5 s) der Rotation wird eine
partielle Durchmischung von Pufferschicht und Spinflissigkeit bewirkt, wodurch ein
Dichtegradient erzeugt wird (Devon ef al. 1991). Diese Vorgehensweise dient dazu, stabile
Sedimentationsbedingungen zu realisieren und das Auftreten von Verwirbelungen und
Strahnenbildungen zu vermeiden. Um einem Verdampfen der Spinfliissigkeit entgegen-
zuwirken, wurde zusitzlich 0,4 ml Dodekan (Fluka) auf den Meniskus gegeben. Vor der
Injektion der Latexprobe wurde eine Vorlaufzeit von 30 Minuten eingehalten, um
anndhernd isotherme Bedingungen zu erhalten. Es wurden 0,2 bis 0,3 ml eines 0,2
Gew.-%igen Latex aufgegeben. Aufgrund der groBeren Dichte der Latexteilchen gegen-
iiber der Spinfliissigkeit, wandern diese im Zentrifugalfeld. Geht man von einem Gleich-
gewicht der auf die Teilchen wirkenden Krifte (Zentrifugalkraft, Reibungskraft und Auf-
triebskraft) und der Giiltigkeit des Stokes’schen Reibungskoeffizienten f'= 3nno (Wedler
1987) aus, ergibt sich die Stokes’sche Gleichung der Sedimentationsdauer ¢ (Langer 1979)

zZu:

18 77 In(xp/ xm)

t o’ Ap @’ (¢3)
t Sedimentationsdauer
n: Viskositit der Spinfliissigkeit
Xaf radiale Ortskoordinate des Meniskus
Xp: radiale Ortskoordinate des Detektors
o Teilchendurchmesser

Ap: Differenz zwischen Teilchen- und Spinfliissigkeitsdichte

w: Kreisfrequenz der Scheibe

Auf diese Weise wird jeder TeilchengroBe eine bestimmte Sedimentationsdauer zuge-
ordnet. Da die Sedimentationsdauer antiproportional zum Quadrat des Teilchendurch-
messers ist, wird eine gute Auflosung erreicht. Die Detektion der Anzahl der nach der
Sedimentationsdauer aufgetrennten Teilchen erfolgt turbidimetrisch an einer festgelegten
Position xp (vgl. Abb. VL.7). Es gilt hierbei (Devon ef al. 1991):

r(a){g—gj -6+ Qua (0, m) (6-4)

7(0): Triibung
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(Opldo)-o: differentielle Volumenverteilung

Osca (0, m): normierter, integrierter Effizienzfaktor

(beriicksichtigt das Spektrum der Lichtquelle)

Der normierte, integrierte Effizienzfaktor ch(o; m) resultiert aus dem Integral des

Effizienzfaktors, d. h. dem Verhiltnis Streuquerschnitt zu geometrischem Querschnitt tiber

den gesamten Wellenldngenbereich (Oppenheimer 1983). Die zur Auswertung bendétigten
Werte fiir Owa(o, m) sind in Form von Eichkurven in der Auswertesoftware fiir die

Scheibenzentrifuge enthalten. Uber diese Beziehungen sind somit die TeilchengréBenver-
teilungen und damit auch die verschiedenen Mittelwerte der Teilchengrofe der Latex-
partikel zuganglich.

VI1.3.4 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Latices wurden an der Fakultit fiir
Physik der Universitidt Karlsruhe an einem Transmissionselektronenmikroskop (Hitachi
H7) durchgefiihrt.

Die Messungen erfolgten bei Beschleunigungsspannungen von 150 kV. Die Photographien
wurden mit einem VergroBerungsfaktor von 42000 erhalten. Die Ermittlung der Teilchen-
groflenverteilung des PS-co-HMEM-Latex Kpl3 (s. Abb. IV.12) wurde mit Hilfe eines
mechanischen TeilchengroBenzéhlers (Carl Zeiss, TGZ3) durchgefiihrt. Um eine ver-
niinftige Auflosung zu erhalten, wurden insgesamt 1242 Teilchen ausgezéhlt.

Es erfolgte eine Negativkontrastierung der Latices (Kim 1993) mit einer 1 Gew.-%igen
wissrigen Losung von Natriumsalzen der Phosphorwolframsdure (PWS, Fluka). Die PWS-
Losung enthielt zusitzlich 0,1 Gew.-% Albumin (Fluka) und 2 Gew.-% Sucrose (Fluka).
Um eine Denaturierung des Albumins zu verhindern, wurde die Losung vor Zugabe des
Albumins mit verdiinnter Natronlauge auf pH 6,5 — 7,3 eingestellt. Ein Tropfen des mit der
PWS-Losung auf 0,1 Gew.-% verdiinnten Latex wurde auf einen TEM-Probentriger (Cu-
Tragernetz mit aufgedampfter Kohleschicht, Plano) gegeben. Der Tropfen wurde mit
einem Papiertuch solange aufgesogen, bis sich ein diinner Fliissigkeitsfilm auf dem
Tragernetz ausbildete. Nach kurzer Lufttrocknung wurde die Probe einige Stunden im
Exsikkator tiber P,O¢ getrocknet.
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VI.3.5 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Bei der dynamischen Lichtstreuung werden die Intensitétsfluktuationen einer stark ver-
dinnten Probe analysiert und nicht wie bei einer statischen Methode (Rontgenkleinwinkel-
streuung, statische Lichtstreuung) der zeitliche Mittelwert der Intensitét. Die Intensitits-
fluktuationen liegen in der thermischen Bewegung der Teilchen begriindet, da die Streu-
wellen je nach der momentanen Anordnung der Teilchen unterschiedlich interferieren. Im
thermischen Gleichgewicht bewegen sich kleine Teilchen schneller als groBe. Somit 14sst
sich aus der Relaxationsrate der auftretenden Intensitdtsfluktuationen ein Diffusions-
koeffizient der Teilchen berechnen (Thomas 1987, Chu 1991, Wiese 1992). Da die
Registrierung der gestreuten Photonen in sehr kurzen Zeitabstdnden im Nano- bis Pico-
sekundenbereich erfolgen muss, werden hochempfindliche Detektoren bendtigt. Hierzu
werden hauptsdchlich Photomultiplier in Photonenzdhltechnik verwendet. Weitere Unter-
schiede zur statischen Lichtstreuung bestehen darin, dass eine Lichtquelle hoher Leistung
und Kohédrenzldnge bendtigt wird und ein moglichst kleines Streuvolumen iiber Loch-
blenden auf den Detektor abgebildet werden muss. Als Lichtquellen kommen daher Laser
zum Einsatz.

Die dynamischen Lichtstreumessungen zur Bestimmung der hydrodynamischen Latex-
partikelgrofle wurden mit einem Gerét der Firma Peters-ALV durchgefiihrt. Der Messauf-
bau setzt sich aus einem optischen System bestehend aus einem 50 mV He-Ne-Laser (A =
632,8 nm), Fokussierung, Messzelleneinheit sowie einer Detektoreinheit und einem
Signalverarbeitungssystem aus Korrelator und Rechner zusammen. Durch den be-
weglichen Goniometerarm, welcher die Photomultipliereinheit triagt, sind Messungen mit
Streuwinkeln zwischen 14° und 152° moglich. Laut Herstellerangaben kénnen mit diesem
Gerit Teilchen zwischen 1 nm und 1 pm bzw. Diffusionskoeffizienten zwischen 10 bis
2,5-10° cm?/s gemessen werden.

Die Latexproben wurden zundichst auf eine Konzentration von ca. 102 g/l mit dem
wissrigen Dispersionsmedium (entionisiertes Wasser, Salzlosung oder Pufferlosung) ver-
diinnt und danach zur Entstaubung durch einen 0,45 bzw. 1 pm-Polyester-Membran-
Spritzenfilter (membraPure MEMBREX 25 PET) direkt in geeignete Quarzglaskiivetten
filtriert. Die verwendeten Messkiivetten wurden zuvor mit THF und entionisiertem Wasser
staubfrei gespiilt. Die Probenpriparation erfolgte in einer Reinraumwerkbank (Ko6ttermann,
Flowbox 8580).

Vor jeder Messung wurden die Proben 30 Minuten in der Messzelle auf die Mess-
temperatur von 25°C temperiert. Die Temperierung erfolgte mit einem Kryostaten (Haake
C, Fisons F3). Als Indexmatchingsubstanz wurde Toluol benutzt. Die Messungen erfolgten

bei einem festen Streuwinkel von 90°, da aufgrund der geringen Polydispersitét der Latex-
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proben keine Winkelabhidngigkeit des mittleren Diffusionskoeffizienten vorliegt
(Norhausen 1997).

Die aus den Intensitédtsfluktuationen bestimmten Diffusionskoeffizienten wurden mittels
der Kumulantenmethode ermittelt (Thomas 1987, Chu 1991, Wiese 1992). Aus den auf
diese Weise erhaltenen Diffusionskoeffizienten D ldsst sich mit Hilfe der Stokes-Einstein-

Gleichung der hydrodynamische Durchmesser der Latexpartikel berechnen (Wedler 1987):

D= kBT/ 3n ﬂdeff (6-5)
D: Diffusionskoeffizient
kg: Boltzmann-Konstante
T: absolute Temperatur
n: dynamische Viskositit
doy effektiver (hydrodynamischer) Durchmesser

Da der hydrodynamische Teilchendurchmesser der Kern-Schale-Latices stark durch die
Wechselwirkung mit dem Dispersionsmedium bestimmt wird, ist ein Vergleich mit {iber
statische Methoden bestimmten Teilchengroflen nur bedingt moglich.

VI1.3.6 Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE und die Nativ-Elektrophorese wurden teilweise am Institut fiir Organische
Chemie der Universitdt Karlsruhe (TH) im Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. A. S. Ulrich

durchgefiihrt. Die isoelektrische Fokussierung erfolgte ausschlieBlich am Polymerinstitut.

V1.3.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde mit vertikalen Elektrophoresekammern der Firmen Biorad (Mini
Protean 3 Cell) und Serva (Blue Vertical 101) durchgefiihrt. Die Spannungsversorgung
erfolgte tiber ein Gerdt der Marke Consort (Microcomputer Electrophoresis Power Supply
E 455 oder E 143).
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Eingesetzte Losungen

Probenpuffer fiir SDS-PAGE, reduzierend

3,21 g TRIS, 2,0 g SDS, 0,8 g Dithiothreitol, eine kleine Spatelspitze Bromphenol-
blau sowie 10 ml Glycerin wurden auf ein Volumen von 100 ml mit entionisiertem
Wasser gelost.

Puffer A fir SDS-PAGE (Trenngelpuffer)

18,3 g TRIS wurden in 40 ml entionisiertem Wasser gelost. Nach Einstellen des
pH-Wertes auf 8,8 mit halbkonzentrierter Salzsdure wurde auf ein Gesamtvolumen
von 50 ml verdiinnt.

Puffer B fiir SDS-PAGE (Sammelgelpuffer)

9,6 ml 1 M wissrige TRIS-Losung wurden mit 40 ml entionisiertem Wasser ver-
setzt. Nach FEinstellen des pH-Wertes auf 6,8 mit halbkonzentrierter Salzsdure
wurde auf ein Gesamtvolumen von 50 ml verdiinnt.

Losung C (Roth rotiphorese Gel 30, Acrylamid/BIS-Stammldsung)

29,2 g Acrylamid und 0,8 g BIS in 100 ml Lésung

20 Gew.-%ige wissrige SDS-Losung

20 Gew.-%ige wissrige Ammoniumperoxodisulfat-Losung

Elektrolysepuffer fiir SDS-PAGE (Laufpuffer), pH 8,8

12,0 g TRIS, 57,5 g Glycin sowie 4,0 g SDS wurden auf ein Volumen von 1 | mit
entionisierten Wasser gelost. Vor Gebrauch wurde der Puffer 1 : 4 verdiinnt.
Fixierlosung

100 ml Eisessig und 450 ml Ethanol wurden mit 450 ml entionisiertem Wasser
vermischt.

Férbelosung fiir Polyacrylamidgele

0,1 g Coomassie R 250 in Tablettenform wurden in 450 ml Ethanol sowie 50 ml
Eisessig aufgelost und anschliefend auf ein Volumen von 1 | mit entionisiertem
Wasser verdiinnt.

Entféarbelosung fiir Polyacrylamidgele

300 ml Ethanol sowie 50 ml Eisessig wurden mit 650 ml entionisiertem Wasser

versetzt.

Probenvorbereitung

Die Proteine wurden in 20 Gew.-%iger wissriger Glycerinlosung auf eine Konzentration

von 3 mg/ml gelost. Die Proteinlésung wurde in einem Volumenverhiltnis von 1 : 2 mit

dem reduzierenden Probenpuffer verdiinnt und 3 Minuten lang in einem siedenden
Wasserbad gekocht.
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Herstellung von SDS-Minigelen

Die Gele wurden zwischen zwei abgedichteten Kunststoffplatten gegossen, welche tiber
0,75 mm dicke ,,Spacer* voneinander getrennt waren. Um eine schirfere Bandentrennung
zu bewirken, wurde {iber das eigentliche Trenngel ein Sammelgel gegossen. Die Matrix
des Sammelgels soll dabei groBere Porenweiten und einem anderem pH-Wert als das
Trenngel aufweisen. Innerhalb des Sammelgels wird dadurch ein rasches Wandern der
Proteine im elektrischen Feld ohne Auftrennung als scharfe Bande ermdoglicht. Mit Er-
reichen der Grenzfliche zum Trenngel wird die Wanderungsgeschwindigkeit drastisch
herabgesetzt und wird nun abhingig von der Molekiilgrofe.

Zunichst wurde das Trenngel gegossen und sofort vorsichtig mit entionisiertem Wasser
iiberschichtet. Die Uberschichtung sollte dazu dienen, dass die obersten Schichten der
Gelmischung nicht in Kontakt mit Luftsauerstoff gelangen und so spéter eine scharfe
Grenze zwischen Sammel- und Trenngel erreicht werden kann.

Nach einer Polymerisationszeit von 15 Minuten war eine deutliche Phasengrenze zwischen
Geloberflache und tiberstehenden Wasser feststellbar. Das Wasser wurde abdekantiert.
Unmittelbar nach dem GieBBen des Sammelgels wurde ein 10-zéhniger Kamm eingefiihrt.
Dies fiihrte dazu, dass sich Taschen innerhalb des Sammelgels ausbildeten, worin die
Proteinlosungen aufgegeben werden konnten. Nach einer Polymerisationszeit von 30
Minuten wurde der Kamm entfernt und die Geltaschen griindlich mit dem Elektrolyse-
puffer ausgewaschen.

Die zum Gieflen des Trenn- und des Sammelgels angesetzten Reaktionsmischungen sind in

Tabelle VI.7 zusammengestellt:

Tab. VI.7: Ansatzmengen zur Herstellung von Sammel- und Trenngel fiir die SDS-PAGE

Gel %T | H,O | Puffer A | Puffer B | Lsg.C SDS- | TEMED | APS-
ml] | [m] | [ml] | [m] |Lsg[ul]| [ul] |Lsg. [ul]
Sammelgel| 5 1,2 - 0,5 0,33 - 4 14
Trenngel 12 2,3 0,65 - 2,0 25 10 25

%T Totalacrylamidkonzentration des Gels in Gew.-%

Gellauf

Nach dem Einspannen des Gels in die Elektrophoreseapparatur wurde der Elektrolyse-
puffer in Anoden- und Kathodenkammer eingefiillt. Je nach Experiment wurden jeweils 2-
5 pl Probelsung sowie 10 ul Molekulargewichtsmarker (Roth Roti®-Mark Standard) in
die einzelnen Geltaschen pipettiert.

Die Elektrophorese wurde bei konstanter Stromstérke von 25 mA gefahren, wobei die An-
fangsspannung 10 V betrug und danach kontinuierlich auf maximal 200 V anstieg. Ab-
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gebrochen wurde die Elektrophorese nach 45 Minuten, als die Front des im Probenmarker

enthaltenen Bromphenolblaus die Gelunterkante erreicht hatte.

Fixierung, Anfdrbung der Proteinbanden

Das Gel wurde vorsichtig aus der Apparatur entnommen und in ein Bad mit Fixierlosung
tiberfithrt. Nach 15-mintitigem Schiitteln wurde das Gel zweimal fur je 5 Minuten in
entionisiertem Wasser gewaschen. Zur Anfirbung der Proteinbanden wurde das Gel
mindestens 20 Minuten lang unter Schiitteln in der Coomassie-Féarbelosung inkubiert.
Nach Abgiessen der Fiarbelosung wurden tiberschiissige Reste der Coomassie-Losung mit
Wasser ausgewaschen. Das Gel wurde mehrfach in Entfiarbelosung inkubiert, bis der
Hintergrund nahezu vollstindig entféirbt war. Im Anschluss wurde das Gel mehrfach fiir
einige Stunden in entionisiertem Wasser geschiittelt.

AbschlieBend wurde das in Wasser getrinkte Gel in Transparentfolie eingeschweilit und
bei 4°C gelagert. Zur Dokumentation des Gels bzw. zur Auswertung der Proteinbanden (s.

Kap. IV.3) wurde das Gel eingescannt sowie direkt auf einer Leuchtplatte vermessen.

V1.3.6.2 Nativ-Elektrophorese

Die Nativ-Elektrophorese wurde in den schon fiir die SDS-PAGE eingesetzten
Apparaturen durchgefiithrt. Die Durchfiihrung insbesondere der Gellauf sowie die
Fixierung und Anfiarbung der Proteinbanden erfolgten nach der im Abschnitt VI.3.6.1
skizzierten Methode. Die erforderliche Elektrophoresedauer betrug hier 55 Minuten.

Eingesetzte Losungen

e Probenpuffer fiir Nativ-Elektrophorese, pH 6,8
1,0 ml 0,5 M wissrige TRIS-HCI-Losung (pH 6,8), 0,8 ml Glycerin und eine kleine
Spatelspitze Bromphenolblau wurden in 5,8 ml entionisiertem Wasser gelost.

e Puffer A fiir Nativ-Elektrophorese (Trenngelpuffer)
9,1 g TRIS wurden in 40 ml entionisiertem Wasser gelost. Nach Einstellen des pH-
Wertes auf 8,8 mit halbkonzentrierter Salzsdure wurde auf ein Gesamtvolumen von
50 ml verduinnt.

e Puffer B fiir Nativ-Elektrophorese (Sammelgelpuffer)
3,0 g TRIS wurden mit 40 ml entionisiertem Wasser gelost. Nach Einstellen des
pH-Wertes auf 6,8 mit halbkonzentrierter Salzsdure wurde ebenfalls auf ein
Volumen von 50 ml verdiinnt.

e Elektrolysepuffer fiir Nativ-Elektrophorese (Laufpuffer), pH 8,3
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30,3 g TRIS sowie 144,0 g Glycin wurden auf ein Volumen von 1 | mit ent-
ionisierten Wasser gelost. Vor Gebrauch wurde der Puffer 1 : 10 verdiinnt.

e Die weiteren eingesetzten Losungen (Acrylamid-/BIS-Stammlosung, Ammonium-
peroxodisulfat-Losung, Fixierlosung, Farbelosung, Entfarbelosung) wurden wie in
Abschnitt VI.3.6.1 beschrieben hergestellt bzw. verwendet.

Probenvorbereitung

Die Proteine wurden in 20 Gew.-%iger wéssriger Glycerinlosung gelost. Die Proteinlosung
mit einer Konzentration von 3 mg/ml wurde in einem Volumenverhéltnis von 1 : 1 und 1 :
4 mit Probenpuffer verdiinnt. Von den Probelésungen wurden jeweils 2 ul in die Gel-
taschen pipettiert.

Herstellung von Minigelen zur Nativ-Elektrophorese

Die Art der Herstellung der Gele erfolgte in Analogie zu den SDS-Gelen (s. V1.3.6.1). Die
Ansatzmengen zur Herstellung des Trenn- und Sammelgels fiir die Nativ-Elektrophorese
sind in Tabelle V1.8 aufgelistet:

Tab. VL.8: Ansatzmengen zur Herstellung von Sammel- und Trenngel fiir die Nativ-Elektrophorese

Gel %T | H,O | Puffer A | Puffer B | Lsg.C | TEMED | APS-
[ml] | [ml] [ml] [ml] [nl] | Lsg. [pl]
Sammelgel| 5 1,45 - 0,6 0,42 4 14
Trenngel 12 1,75 1,25 - 2,0 10 25

%T Totalacrylamidkonzentration des Gels in Gew.-%

V1.3.6.3 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Zur 1EF-Gelelektrophorese wurde eine horizontale Apparatur bestehend aus einem
temperierbaren Keramik-Grundkorper und Graphitelektroden (Serva BlueHorizon Flatbed
System) sowie einer externen Spannungsversorgung (Serva BluePower 3000) eingesetzt.
Als Gele kamen 12,5 cm mal 12,5 cm grofle, 0,15 mm dicke Ampholyt/Polyacrylamid-
Fertiggele (Serva Servalyt® Precotes® Wide Range) zum Einsatz. Es wurden Fertiggele
mit einem pH-Bereich von 3 — 10 verwendet.
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Probenvorbereitung
Die Proteine wurden in 20 Gew.-%iger wissriger Glycerinlosung auf eine Konzentration
von 3 mg/ml gelost. Die Proteinlosung wurden entweder direkt oder mit entionisiertem

Wasser verdiinnt auf das Gel aufgetragen.

Durchfiihrung

Das IEF-Gel wurde auf einem diinnen Kerosinfilm plan auf die tiber einen Thermostaten
(Haake C10-K15) auf 10°C gekiihlte Keramikplatte aufgebracht. Zwischen Gel und
Elektroden wurden in Anodenlosung (Serva Anode Fluid 3) bzw. in Kathodenfliissigkeit
(Serva Cathode Fluid 10) getrinkte Elektrodendochte fixiert. Zur Vorfokussierung, d. h.
zur Erzeugung des pH-Gradienten durch die Ampholyte, wurde eine konstante Stromstérke
von 10 mA angelegt. Die Spannung stieg innerhalb einer Stunde kontinuierlich von 150
auf 2500 V. Danach wurden jeweils 8 pl der Probelosungen sowie 8 ul IEF-Marker (Serva
Liquid Mix, IEF Markers 3-10) mit Hilfe eines Applikationsstreifen direkt auf das Gel auf-
getragen. Der Probenlauf wurde bei einer konstanten Stromstirke von 3 mA betrieben,
wobei die Maximalspannung in sieben Stufen von je 20 Minuten Dauer auf 2500 V erhoht

wurde. Das Ende der Fokussierung lief3 sich an einem Abfall der Stromstérke feststellen.

Fixierung, Anfdrbung der Proteinbanden

Das Gel wurde aus der Elektrophoreseapparatur entnommen und in ein Fixierbad gelegt.
Zur Fixierung der Proteine im Gel wurde eine Losung aus 10 Gew.-% Trichloressigséure,
5 Gew.-% Sulfosalicylsdure sowie 85 Gew.-% entionisiertem Wasser verwendet. Die
weitere Behandlung der IEF-Gele verlief analog zu der in Abschnitt VI.3.6.1 be-
schriebenen Methodik.

VIL.3.7 UV/VIS-Absorptionsspektroskopie

Die Ermittlung der Proteinkonzentrationen erfolgte mit einem UV/VIS-Zweistrahl-
spektrometer (Perkin-Elmer Lambda 2S bzw. Lambda 19). Als Strahlungsquelle diente
eine Wolfram-Halogen-Lampe fiir den sichtbaren Bereich bzw. eine Deuterium-Lampe fiir
den UV-Bereich. Die Temperierung des Kiivettenhalters auf 25°C erfolgte {iber einen
Kryostaten (Haake C Fisons F3). Die in Puffer gelosten Proteine wurden gegen die reine
Pufferlosung als Referenz gemessen. Probe- und Referenzlosung wurden iiber einen 0,45
bzw. 1 pm-Polyester-Membran-Spritzenfilter (membraPure MEMBREX 25 PET) direkt in

die zuvor staubfrei gespiilten 1 cm-Quarzglaskiivetten (Hellma) filtriert.

169



Experimenteller Teil

Vor der eigentlichen Messung wurde jeweils eine Untergrundkorrektur durchgefiihrt. Dazu
wurden Probe- und Referenzkiivette mit dem Dispersionsmedium gefiillt. Auf diese Weise
werden Unterschiede in den Kiivetten sowie Wasserabsorptionsbanden abgeglichen. Die
Qualitit der Untergrundkorrektur wurde durch eine Messung tiberpriift. Hier wurden
Extinktionsfehler von + 0,001 toleriert. Die Spektren wurden in einem Wellenbereich von
200 — 500 nm bei einer Aufnahmegeschwindigkeit von 120 nm min™ aufgenommen. Um
die Qualitdt der Messergebnisse tiberpriifen zu kénnen, wurden mindestens zwei Spektren
aufgenommen. Falls sich keine Abweichungen innerhalb eines Toleranzbereichs von =+
0,001 in der Extinktion zeigten, wurden die erhaltenen Extinktionswerte gemittelt.

Die vorliegende Proteinkonzentration ergibt sich aus der Extinktion {iber das Lambert-
Beer-Gesetz (Hesse et al. 1995, Winter et al. 1998) bei Kenntnis des zugehodrigen molaren

dekadischen Extinktionskoeffizienten:
o
E(1) = 1g 7 =¢el)cd (6-6)

E(Z):  Extinktion

Iy: Intensitét des in die Probe eintretenden Lichtstrahls
I Intensitit des aus der Probe austretenden Lichtstrahls
&A):  molarer dekadischer Extinktionskoeffizient

c: Proteinkonzentration in mol 1!

d: Wegléinge des Lichtstrahls durch die Probe

Es wurde dabei die Extinktion bei einer Wellenldnge von 278 nm zur Auswertung heran-
gezogen, da hier ein Maximum in den Proteinspektren vorliegt bedingt durch das
Absorptionsverhalten der aromatischen Aminosduren der Proteine. Da beide GroBen,
Extinktion und molarer dekadischer Extinktionskoeffizient, wellenlingenabhingig sind,
muss der Extinktionskoeffizient des betreffenden Proteins ebenfalls bei einer Wellenldnge
von 278 nm bestimmt werden. Hierzu wurden Konzentrationsreihen der in Puffermedium
gelosten Proteine in mol/l erstellt und die zugehorige Extinktion bei einer Wellenlédnge von
278 nm nach obigem Verfahren ermittelt. Aus der Auftragung der Extinktion E£(278 nm)
gegen die Konzentration ergibt sich der molare dekadische Extinktionskoeffizient &(1) aus
der Steigung der Regressionsgeraden &(A) d.

Im Falle hoher Proteinkonzentrationen kommt es aufgrund von Aggregat- und Komplex-
bildung sowie durch Wechselwirkung der Dipolmomente oder Dissoziationsvorgidnge zu
Abweichungen vom Lambert-Beer-Gesetz. Hier ist die dem Gesetz zugrunde liegende
Annahme, dass sich die Extinktion additiv aus den einzelnen Extinktionen der

Chromophoren zusammensetzt, nicht mehr erfiillt (Winter et al. 1998). Ausgewertet
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wurden deshalb nur Extinktionen < 1,5. Bei hoéheren Extinktionen wurde die Probe
entweder entsprechend verdiinnt oder die Schichtdicke erniedrigt.

Auch bei Extinktionen < 0,2 zeigten sich teilweise Abweichungen von einer linearen Be-
ziehung zwischen Extinktion und Proteinkonzentration. Letzteres Verhalten war
insbesondere bei BSA ausgepriagt und hiangt vermutlich mit einer Adsorption von Protein-
molekiilen an der Kiivettenwand zusammen. Zur Korrektur wurde deshalb in diesen Féllen
dieser Beitrag experimentell abgeschitzt und von der gemessenen Extinktion abgezogen.
Fallweise wurden zusétzlich Messungen bei hoherer Schichtdicke durchgefiihrt (5 cm
Quarzglaskiivetten), um diesen Effekt im Vergleich zur eigentlichen Messgrofe gering
halten zu kénnen. Hier wurden dann keine Korrekturabziige vorgenommen.

Obwohl die Konzentrationsbestimmung der Proteinlosungen ausschlieBlich aus der
Extinktion bei einer Wellenldnge von 278 nm erfolgt, wurden die Proteinspektren stets
iiber einen Bereich von 200 — 500 nm aufgenommen. Auf diese Weise lassen sich
eventuelle Verunreinigungen der Proben feststellen, welche bei einer Einpunktsmessung

nicht feststellbar wiren.

VIL.3.8 Infrarotspektroskopie

Die Analyse der Sekundérstruktur der Proteine erfolgte mittels eines FT-IR-Systems fiir
Proteinanalytik (Bruker Confocheck). Dieses bestehend aus einem Spektrometer (Bruker
Optik Tensor 27), einer Calciumfluorid-Flussigkeitszelle mit 6,5 pm Schichtdicke
(Aquaspec™ AS 1100 M) und einem hochempfindlichen photovoltaischen MCT-Detektor
mit Fliissigstickstoffkithlung. Die Messzelle ist direkt auf einer Temperierplatte befestigt
(s. Abb. VL8), um eine genaue Thermostatierung der Probe zu ermdéglichen. Die
Temperierung erfolgt tiber einen Kryostaten (ThermoHaake DC30-K20), welcher iiber die
Messsoftware angesteuert wird. Zur Wérmeisolierung ist die Zelle von einer Teflonum-
mantelung umgeben.

Zur Konformationsanalyse wurden die gefriergetrockneten Proteine in Puffermedium auf
eine Konzentration von 10 —20 mg/ml gel6st. Die Latexpartikel mit darauf adsorbierten
Proteinen wurden mit Pufferlosung auf einen Gehalt von 0,5 — 2 Gew.-% an Tréger-
partikeln verdiinnt. Dies entsprach einer Proteinkonzentration von 5 — 10 mg/ml. Die Auf-
nahme der FT-IR-Spektren der reinen Trigerpartikel wurde an 1 — 2 Gew.-%igen
Suspensionen durchgefiihrt.

Die Durchflussfliissigkeitszelle wird mit einer 50 pul-HPLC-Spritze befiillt. Probe- und

Referenzlosung wurden zuvor iiber einen 1 pm-Polyester-Membran-Spritzenfilter

171



Experimenteller Teil

(membraPure MEMBREX 25 PET) vorfiltriert. Bevor die Losung in die eigentliche Mess-
zelle gelangt, durchliuft sie eine 2 pm-Filterfritte. Uber diese Vorgehensweise wird
sichergestellt, dass keine Staubpartikel oder eventuelle Agglomerate von Latexpartikeln
oder Proteinen in die Zelle gelangen, welche aufgrund der geringen Schichtdicke zu einem

Verstopfen der Zelle fiihren konnten.

1 Schlitzschrauben

N /
o, ; 2 Grundplatte
Al = M 3 Isolierplatte
1 il @ 4 Temperierplatte
0 5 Durchflusszelle
2 el / 6 Mikrohohlmutter

7 Filtergrundkorper
8 Filterfritte (2 um)
9 Injektionsanschluss
10 Auslass

11 Hohlmutter

12 PTFE-Tubing

Abb. VL8: Explosionszeichnung der FT-IR-Messzelle (Aquaspec™ AS 1100 M): Die Durchflusszelle (5)
mit 6,5 um Schichtdicke ist zur Thermostatierung direkt auf der Temperierplatte (4) fixiert. Der Zelle ist eine
Filterfritte mit 2 um Porenweite vorgeschaltet, um ein Eindringen von Verunreinigungen in die Kiivette zu

verhindern.

Wiéhrend der Aufnahme der Spektren wird das Spektrometer mit Stickstoff gespiilt, um
storende Wasserdampf- und Kohlendioxidsignale gering zu halten. Zusitzlich dienen zwei
Trocknungskartuschen im Inneren des Spektrometers zur Trocknung der Luft im Strahlen-
gang. Die erhaltenen Spektren wurden zudem einer automatischen Wasserdampfkorrektur
(Dousseau et al. 1990) unterzogen.

Es wurden jeweils mindestens zwei Messungen von je 64 Scans durchgefiihrt. Die Fourier-
transformierten Daten wurden im Bereich von 400 — 4000 cm™ bei einer spektralen Auf-
l6sung von 4 cm™ gespeichert und gemittelt.

Die Ableitung der Sekundérstrukturinformation aus den Spektren erfolgte {iber die ,,Quant-

2-Analyse in der Spektrometersoftware. Diese Methode basiert auf einer Proteindaten-

172



Experimenteller Teil

bank (Bruker Optik ,,Bruker Protein Library*), welche sich aus den Infrarotspektren von
30 Referenzspektren mit bekannter Rontgenstrukuranalyse zusammensetzt (Quelle: ,,The
Protein Databank® PDB, http://www.rcsb.org/pdb/). Die ,,Quant-2-Analyse* wurde speziell
zur Analyse des o-Helix- und des B-Faltblattgehaltes optimiert. Die Ableitung dieser
beiden Sekundéirstrukturelemente erfolgt unter Zuhilfenahme sédmtlicher Referenzspektren
der Proteinbibliothek iiber einen PLS (Partial Least Squares)-Algorithmus (Haaland ez al.
1988, Geladi et al. 1986). Kreuzvalidierung der Referenzspektren mit Rontgenstruktur-
daten der zugehorigen Proteine ergab einen Absolutfehler von 4 % fiir den Gehalt an a-
Helix sowie 3 % fiir den B-Faltblattanteil (s. VI.4).

VI.3.9 Circluardichroismus (CD)

Die CD-Spektroskopie erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir Physikalische
Chemie I der Universitidt Dortmund und wurde dort in der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. C.
Czeslik durchgefiihrt.

Die Spektren wurden mit einem Instrument der Firma Jasco (J-715) tiber einen Wellen-
langenbereich von 193 — 250 nm aufgenommen. Es wurden jeweils 25 — 50 Einzelscans
bei einer Aufldsung von 0,5 nm und einer Aufnahmegeschwindigkeit von 100 nm min™
gemittelt. Die Probe wurde in eine 1 mm-Quarzkiivette eingebracht, welche iiber einen
Thermostaten temperiert wurde. Das Hintergrundspektrum des reinen Losungsmittels
(10 M MES-Puffer, pH 6,1) zeigte eine Nulllinie der Elliptizitdt im Wellenldngenbereich
von 193 — 250 nm.

Die Ableitung der Sekundarstrukturinformation erfolgte unter der Annahme, dass sich das
Protein als eine Aneinanderreihung von Regionen mit a-helikaler, B-Faltblatt-, Schleifen
und Zufallsknduelstruktur beschreiben ldsst (s. Abb. VI.9) und sich das CD-Spektrum
additiv aus den Einzelbeitridgen dieser Strukturmerkmale zusammensetzt. Die Auswertung
basiert auf einem Spektrensatz von 26 globuldren Proteinen, welcher in die Beitrdge der
vier Strukturelemente zerlegt wurde. Uber eine ,,convex constraint‘-Analyse (CCA,
Programmversion 1.0) wurden die Sekundirstrukturanteile aus den Probespektren abge-
leitet (Perczel et al. 1991, 1992). Diese Methode beruht nicht auf Rontgenstrukurdaten wie
die in Abschnitt VI.3.8 beschriebene Sekundarstrukturanalyse mittels FT-IR, wodurch eine
ideale Ergédnzung als voneinander unabhingige Methoden ermdglicht wurde (s. Kap. IV.6).
Die CD-Experimente wurden mindestens zweifach durchgefiihrt. Mehrfachmessungen
ergaben einen Groftfehler von = 2 % (a-Helix), £ 2 % (B-Faltblatt), + 4 % (Schleifen )
sowie = 4 % (Zufallskniuel).
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Abb. VL.9: Typische Reinkomponentenspektren a-helikaler (blau), B-Faltblatt- (rot), Schleifen (griin) und
Zufallsknguelstrukturen (schwarz), welche iiber ,,convex constraint“-Analyse aus den CD-Spektren erhalten
wurden (Perczel et al. 1991).

V1.3.10 Fluoreszenzspektroskopie

Ebenso wie die CD-Spektroskopie erfolgte die statische Fluoreszenzspektroskopie an der
Universitdt Dortmund in der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. C. Czeslik am Lehrstuhl fiir
Physikalische Chemie 1. Die kovalente Anbindung der Dansylfluorophore an die Protein-
molekiile erfolgte nach einer Methode von Wang ef al. (1993) und wurde am Polymer-
institut durchgefiihrt.

Préparation von Dansyl-gelabeltem BSA

Dansylchlorid (5-Diemethylaminonaphtalin-1-sulfonylchlorid) wurde in 3 ml DMF gelost
und unter Rithren zu einer Losung von BSA (Fluka) in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,8)
langsam zugetropft. Nach vierstiindigem Rithren bei Raumtemperatur wurde die Losung
gegen 0,025 M Phosphatpuffer (pH 6,8) dialysiert (Medicell-Dialyseschlauch:
AusschluB3grenze 12000 — 14000 Dalton). Dieser Reinigungsschritt diente der Entfernung
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von iiberschiissigem Dansylchlorid bzw. dessen Hydrolyseprodukt. Der Fortschritt der
Reinigung wurde durch Messung der Extinktion der Losung auBerhalb des Dialyse-

schlauches tiber einen Wellenlédngenbereich von 200 — 500 nm verfolgt.

Tab. VI.9: Ansatzmengen zur kovalenten Markierung der BSA-Molekiile mit Dansylfluorophoren

Dansyl-BSA DanBSA1 DanBSA2
BSA (97 %) 15,46 g (0,224 mmol) 10,31 g (0,149 mmol)
Dansylchlorid (99 %) 61,0 mg (0,224 mmol) 56,2 mg (0,208 mmol)
Phosphatpuffer pH 7,8 190 ml 200 ml
Molverhiéltnis Dansyl-
. 1:1 1,4:1
chlorid zu BSA (Ansatz)
Molverhéltnis Dansyllabel
1:1 1,2:1
zu BSA
Proteingehalt
N-Gehalt 94 % 90 %
UV/VIS-Spektroskopie 97 % 95 %

Nach Gefriertrocknung wurde der Proteingehalt der Proben iiber ihren Stickstoffgehalt (s.
VI1.2.5) ermittelt. Die Eduktmengen der beiden Reaktionsansétze, die sich im molaren Ver-
hiltnis von Dansylchlorid zu BSA unterscheiden, der erhaltene Markierungsgrad sowie der
Proteingehalt sind in Tabelle V1.9 aufgefiihrt.

Die Bestimmung der mittleren Zahl der pro BSA-Molekiil gebundenen Dansylfluorophore
erfolgte aus den UV/VIS-Absorptionsspektren (s. Abb. VI.10) der beiden Proben (Wang et
al. 1993). Zur Auswertung wurden die Extinktionen bei 278 nm (BSA: &gy (278 nm) =
44.300 M cm™', Giancola et al. 1997) bzw. 330 nm (Dansyl: &paus: (330 nm) = 3.400 M™!
cm™, Winter ez al. 1998) herangezogen. Da BSA ebenfalls einen signifikanten Beitrag zur
Extinktion bei 330 nm liefert (s. Abb.VI.10) wurde der BSA-Beitrag iiber ein Referenz-
spektrum des reinen Proteins bestimmt und bei der Auswertung entsprechend be-
riicksichtigt. Die Bestimmung des BSA-Anteils aus der Bande bei 278 nm erfolgte ohne
Korrektur, da die Dansylabsorption hier nur einen geringfiigigen prozentualen Anteil
spielt. Hierdurch wird aber ein leicht hoherer Proteingehalt im Vergleich zur Stickstoffge-
haltsanalyse erhalten (s. Tab. VI.9).

Statische Fluoreszenzspektroskopie
Die Fluoreszenzmessungen erfolgten mit einem Instrument der Firma ISS (Champaign),
welches auf Photonenzéhltechnik basiert. Die Dansyllabel des Proteins wurden mit mono-

chromatischem Licht einer Wellenldnge von 340 nm angeregt, welches von einer Xenon-
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bogenlampe emittiert wurde. Die Fluoreszenzspektren wurden tiber einen Wellenldngenbe-

reich von 370 - 650 nm aufgenommen. Die Fluoreszenzemissionsscans wurden auf die

Intensitdt des einfallenden Lichts normiert und auf die Wellenldngen-abhéngige Antwort

des Detektors korrigiert. Hintergrundspektren der Pufferlosung sowie der Latexsuspension

wurden aufgezeichnet und entsprechend von den Probespektren subtrahiert. Die Aus-

wertung der Spektren erfolgte iiber eine Software aus dem Hause Galactic (Grams).

0.5 T T T T

04

0.2

(Extinktion / Konzentration) 10° [I/mol]

0
220 240 260
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300
Wellenlange [nm]

320

340 360 380 400

Abb. VI.10: Absorptionsspektren der Proben DanBSA1 (rot) und DanBSA2 (griin) im Vergleich zu einem

Spektrum von unmarkiertem BSA (blau). Samtliche Spektren sind auf die Proteinkonzentration normiert.

Bei einem stochiometrischen Ansatzverhidltnis von Dansylchlorid zu BSA wurde das

Fluorophor nahezu komplett in das Protein eingebaut (s. Tab. V1.9), wihrend Wang et al.

(1993) einen Bindungsgrad von 60 % erzielten.
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VI1.3.11 Laser-Scanning-Konfokalmikroskopie (LSCM)

Bei der konfokalen Mikroskopie wird ein Laserstrahl auf einen Punkt des Untersuchungs-
objekts fokussiert (Winter et al. 1998) und mit Hilfe eines beweglichen Spiegels Punkt fiir
Punkt und Zeile fiir Zeile {iber die Probenoberfliche gerastert. In der Regel wird das
Untersuchungsobjekt wie im vorliegenden Fall fluoreszenzmarkiert. Der Laserstrahl ge-
langt durch eine Lochblende (pinhole) zu einem Strahlteiler (beam splitter) und wird
mittels eines Objektivs auf die Probe fokussiert (s. Abb. VI.11).

Laser

~a—
~~~. Lochblenden

(pinholles)

Strahlteiler
(beam splitter)

~
~

Detektor

(Photomultiplier)
\v.24 -~ Fokusebene
Objekt Ebenen auBerhalb
des Fokus

Abb. VI.11: Strahlengang bei der Laser-Scanning-Konfokalmikroskopie (LCSM)
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Das gesamte, von der Probe kommende Licht (reflektiertes und gestreutes Laserlicht,
Fluoreszenzlicht etc.) wird vom Objektiv eingesammelt, von dem Strahlteiler reflektiert
und tritt durch ein weiteres pinhole, das lediglich die achsnahen (parallel zur optischen
Achse verlaufenden) Strahlen passieren ldsst. Dadurch kommt ausschlieBlich die aufgrund
der Verwendung einer monochromatischen Lichtquelle eindeutig definierte Fokalebene zur
Abbildung. AnschlieBend wird das Licht durch ein dispersives Element spektral zerlegt
und trifft auf den Eingangsspalt eines Photomultipliers, dessen Spaltweite variiert werden
kann. Es ist daher moglich, die Lichtintensitét eines beliebigen Wellenldngenbereichs aus
dem Spektrum integrativ zu erfassen und jedem abgerasterten Punkt zuzuordnen. Per
Computer werden die am Photomultiplier erhaltenen elektrischen Signale in einem
Monitorbild zusammengesetzt.

Die konfokalmikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Gerét der Firma Leica
(RXME-Mikroskop mit einem TCS SP2-x1-Scankopf) am Institut fiir Nanotechnologie
(INT) des Forschungszentrums Karlsruhe durchgefiihrt (s. Kap. IV.7). Der Versuchsaufbau
umfasste drei der oben beschriebenen synchron auslesbaren Photomultipliereinheiten,
wobei die erfassbaren Wellenldngenbereiche der Detektoren unabhdngig variiert und die
Intensitédten dieser Bereiche simultan erfasst werden konnten. Mit Hilfe dieser Technik war
es moglich, das von der Probenoberfldche reflektierte Laserlicht sowie die rotverschobene
Fluoreszenzstrahlung separat und simultan zu erfassen. Uber eine zuschaltbare Faseraus-
kopplung unmittelbar vor dem dispersiven Element bestand die Mdoglichkeit, das Licht in
ein Spektrometer einzukoppeln und so zu jedem Punkt der Probe die zugehorige spektrale

Information zu erhalten.

V1.3.12 Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Die in Kapitel IV.8 beschriebenen Messungen mit der Rontgenkleinwinkelstreuung
wurden von Frau E. Breininger und Herrn Dr. J. Bolze am Polymerinstitut durchgefiihrt.
Die Auswertung der Daten erfolgte durch Herrn Dr. N. Dingenouts, Frau E. Breininger und
Frau Dr. S. Rosenfeldt.

Zu den Messungen wurde eine modifizierte Kratky-Kompakt-Kamera (Eigenbau) mit
Blockkollimationssystem eingesetzt (s. Abb. VI.12). Der experimentelle Aufbau setzte sich
aus einem Rontgengenerator (Siemens Kristalloflex 710H), einer Rontgenréhre (Siemens
K FL mit Kupferanode), dem evakuierten Kameragehéduse sowie einem ortsempfindlichen
Detektor (Braun OED-50m-2160991) zusammen. Der Rontgenstrahl wies eine Wellen-
lange von 0,154 nm (Cu-K,-Strahlung) auf. Betrieben wurde die Rontgenrohre bei einer

Spannung von 35 kV sowie einem Anodenstrom von 30 mA. Die Betriebstemperatur
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wurde tiber Wasserkiithlung auf 20°C gehalten. Eine detaillierte Beschreibung von Kamera,
Messung sowie der Entschmierung der erhaltenen Streuintensititen wurde von Dingenouts
et al. (1998) publiziert.

Um sicherzustellen, dass die Protein-haltigen Proben bei den 15 - 20 stiindigen Messungen
keinen Strahlungsschidden unterliegen, wurden zusitzlich Kurzzeitmessungen durchge-
fiihrt. Da sich jeweils eine gute Ubereinstimmung mit den Langzeitstudien zeigte, konnten
Strahlungsschéden ausgeschlossen werden.

P Probe - Detektor = 41.4 cm |
N | 50
Blockkollmationssystem

,._l Ml

Probenhalter

Réntgen-

Primérstrahl- rohre

blocker

Abb. VI.12: Schematische Darstellung der modifizierten Kratky-Kompaktkamera

Neben der Messung der zu untersuchenden Proben wurde die Streuung der leeren und
einer mit dem Dispersionsmedium bzw. der Pufferlosung gefiillten Kapillare bestimmt.
Uber eine Untergrundkorrektur erhilt man die von der reinen Teilchenstreuung stammende
Intensitét /(q) (Miiller 1990):

q) =1(q) - (1 - 9 In(q) - $IAq) (6-7)

I;(g):  Streuintensitét der mit Latex gefiillten Kapillare
Ip(q):  Streuintensitét der mit Pufferlosung gefiillten Kapillare
Ii{q): Streuintensitit der leeren Kapillare

i Volumenbruch der Teilchen bezogen auf das Probevolumen

Aufgrund der deutlichen Unterschiede der Streuintensititen /;(q), Ip(q) und [;{q) war eine
Auswertung liber den gesamten erfassten Streuvektorbereich moglich. Die Berechnung des
Volumenbruches ¢ der untersuchten Spezies erfolgte tiber die Teilchendichte, welche nach
der in Kapitel VI.3.13 beschriebenen Methodik bestimmt wurde.
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VI.3.13 Sonstige Methoden

Bestimmung der Teilchendichten:

Die Teilchendichten der Kern- und Kern-Schale-Latices wurden mittels eines Schwing-
zeitmessgerdtes der Firma Paar (DMA-602) bei 25°C ermittelt. Hierzu wurden
Konzentrationsreihen in Gew.-% des jeweiligen Latex erstellt und die Dichten der ver-
schiedenen Proben gemessen. Die erhaltenen Dichten wurden gegen die zugehorigen
Konzentrationen in g/cm’® aufgetragen. Aus der Steigung der Regressionsgeraden und der
Dichte des Dispersionsmediums lédsst sich die Feststoffdichte der Latexteilchen in Losung

berechnen.

Leitfihigkeitsmessung:
Zur Bestimmung der Leitfdhigkeit der Dispersionen, Puffer- und Elektrolytlosungen,
wurde ein Leitfahigkeitsmessgerét der Firma WTW (LF 537) eingesetzt.

lonenaustausch:

Vor der Charakterisierung des PS-co-AA-Latex PSAA mittels konduktometrischer
Titration der Acrylsduregruppen wurde die Dispersion iiber dem Kationenaustauscher
Amberlite 200 (Fluka) und dem Anionenaustauscher Amberlite IRA-900 (Fluka) gereinigt.
Die lonenaustauscher wurden vor ihrer Verwendung getrennt gereinigt. Dabei wurde
folgender Waschzyklus gewdhlt (Pulina 1995): 30 %ige HCI, heif3es entionisiertes Wasser,
Methanol, kaltes entionisiertes Wasser, 15 %ige NaOH, heilles entionisiertes Wasser,
Methanol, kaltes entionisiertes Wasser. Dieser Zyklus wurde viermal durchlaufen, wobei
im Falle des Kationenaustauschers nur ein halber Zyklus im letzten Durchgang erfolgte, so
dass dieser in protonierter Form vorlag. Vor der intensiven Spiilung mit kaltem ent-
ionisierten Wasser wurde der Ionenaustauscher jeweils 20 Minuten {iber kaltem Wasser
stehengelassen. Die abschlieende Reinigung mit kaltem Wasser erfolgte solange, bis eine
Leitfahigkeit des Spiilwassers von unter 3 uS/cm erreicht wurde.

Nach diesem Reinigungsprozess wurden jeweils 8 g Kationen- und Anionenaustauscher als
Mischbett zu 100 ml 7 Gew.-%iger Dispersion zugesetzt. Die Mischung wurde mehrere
Tage im Kiihlschrank unter gelegentlichem Schwenken gelagert. Danach wurde der

Tauscher durch Filtration tiber Glaswolle abgetrennt.

Gelpermeationschromatographie (GPC):

Die Bestimmung der Molekulargewichtsverteilung der abgespaltenen Polyacrylsdureketten
(s. Abb. IV.14) mittels Gelpermeationschromatographie (Laufmittel: 0,2 M NaNOs-
Losung, Trennsédulen: 3 x ViscoGEL GMPWXL (mixed bed), Flussrate: 0,8 ml/min) wurde
iiber ein externes Analysenlabor (Viscothek GmbH) durchgefiihrt. Die Messdaten wurden
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tiber Dreifachdetektion (Brechungsindex, Viskositdt und Lichtstreuung) ausgewertet. Die
zur Auswertung iiber Lichtstreuung notwendigen Brechungsindexinkremente (dn/dc)
wurden auf Basis der Einwaagekonzentration aus den Brechungsindex-Chromatogrammen

ermittelt.

V1.4 Fehlerbetrachtung

Die in dieser Arbeit bestimmten Groflien sind mit Fehlern behaftet, die auf unter-
schiedlichen Ursachen beruhen. Eine der Hauptfehlerquellen liegt dabei in der Probenher-
stellung. Dies ist vor allem auf die Reinigung und die Einwaagen zurtickzufiihren. Weitere
Fehler liegen in der Messmethode selbst begriindet. In diesem Zusammenhang sind
apparative Fehler wie Messungenauigkeiten, Temperierfehler oder Justierfehler zu nennen.
Aber auch Vereinfachungen bei der Auswertung und die Eignung der Methode fiir das
untersuchte System bzw. fiir die untersuchte Fragestellung haben einen entscheidenden
Einfluss auf den Fehler. Da sich bei einem Teil der durchgefiihrten Untersuchungen nicht
alle Fehlerquellen quantifizieren lassen, war in diesen Féllen eine Fehlerabschitzung
basierend auf Mehrfachmessungen erforderlich.

Die in Kapitel IV vorgestellten experimentellen Resultate sind zumeist direkt mit Fehler-
angaben versehen. In den tibrigen Féllen sei auf die folgende Betrachtung verwiesen.

Feststoffgehaltsbestimmung:

Es erfolgte eine statistische Fehlerbetrachtung. Hierzu wurde der Feststoffgehalt der
einzelnen Latexproben mehrmals bestimmt, der Mittelwert gebildet und eine Standardab-
weichung von 0,01 Gew.-% erhalten. Der Einwaagefehler ist demgegeniiber vernach-
lassigbar. Der relative Fehler liegt somit je nach Grofe des Feststoffgehalts zwischen
0,4 %und 1 %.

Dichtebestimmungen.

Die Fehler bei den in Kapitel IV.2 beschriebenen Dichtemessungen sind in erster Linie auf
Einwaagefehler und den oben erwidhnten Fehler bei der Feststoffgehaltsbestimmung
zuriickzufiihren. Demgegeniiber kann die Messungenauigkeit des Schwingzeitmessgerites
vernachléssigt werden, da eine Mittelung von jeweils 10 - 15 Einzelmessungen pro Probe
erfolgte. Der Fehler der mittels linearer Regression erhaltenen Teilchendichten betrigt
+ 0,005 g/ml.
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Scheibenzentrifuge (DCP), Transmissionselektronenmikroskopie (TEM):

Norhausen und Weiss untersuchten ebenfalls sterisch stabilisierte Latices beziiglich ihrer
Teilchengrofle und TeilchengroBenverteilung mit Hilfe der Scheibenzentrifuge und der
Transmissionselektronenmikroskopie (Norhausen 1997, Weiss 1998). In diesen Arbeiten
wurden Fehlerabschidtzungen beider Methoden durchgefiihrt. Der relative Fehler bei der
Messung der Teilchengrofe und der Teilchengrofenverteilung wurde bei beiden Methoden
mit 5 % angegeben.

Dynamische Lichtstreuung (DLS):

Bei den hier durchgefiihrten Messungen mittels dynamischer Lichtstreuung koénnen sich
Fehler zum einen durch Abweichungen von der Messtemperatur, Agglomeratanteile in der
Suspension sowie durch Mehrteilchendiffusion ergeben. Des weiteren kann aufgrund der
Polydispersitit der Latices ein Fehler durch die Messung bei einem festen Streuwinkel
resultieren.

Infolge der intensiven Reinigung und Filtration der Latexproben lassen sich Fehler durch
Agglomeratanteile ausschlieBen. Weiterhin kann von einer Einteilchendiffusion ausge-
gangen werden, da bei Messungen von Latexproben verschiedener Konzentration keine
Konzentrationsabhingigkeit der erhaltenen Messergebnisse auftrat. Die Latexproben sind
beziiglich ihrer PartikelgroBen sehr eng verteilt. Folglich sollte die Auswertung der Mess-
daten bei einem festen Streuwinkel mit der Kumulantenmethode nur zu geringfiigigen Ab-
weichungen fiihren (Norhausen 1997). Somit bleibt als Hauptfehlerquelle bei dieser
Methode die Temperierung der Messzelle auf die jeweilige Messtemperatur tibrig.

Zur Fehlerangabe erfolgte eine statistische Betrachtung. Hierbei wurde der hydro-
dynamische Radius der Latexteilchen mehrmals gemessen. Im Falle der kompakten PS-
und PS-co-HMEM-Partikel wurde dabei eine Standardabweichung von 1 nm vom Mittel-
wert erhalten. Bei den Kern-Schale-Partikel betrdgt der Fehler 2 nm nach intensiver

Reinigung der Suspension (s. VI.1.6).

Gelelektrophorese

Eine Hauptfehlerquelle bei der Gelelektrophorese mit Polyacrylamidgelen stellen Inhomo-
genititen des Gelnetzwerks dar, welche zu einer Verschiebung der Wanderungsfront der
Banden fithren. Im Falle der SDS-Gelektrophorese waren derartige Effekte teilweise am
Rand des Gels zu beobachten. Bei der isoelektrischen Fokussierung hingt die Qualitit der
Methode entscheidend von einer moglichst storungsfreien Ausbildung des pH-Gradienten
im Gel ab, was wiederum wesentlich von Netzwerkinhomogenititen bzw. Verun-
reinigungen beeinflusst werden kann. Bei der quantitativen Auswertung des Gellaufs
kommen Ungenauigkeiten bei der exakten Festlegung der Position der Gelbanden sowie
Ablesefehler bei der Vermessung des Gels hinzu. Geht man von einem absoluten Ablese-
fehler bei der Lokalisierung der Proteinbanden von einem Millimeter aus, ergibt sich ein
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Absolutfehler von 0,1 bei der Bestimmung des isoelektrischen Punkts. Der Relativfehler
bei der Bestimmung des Molekulargewichts der Proteine bei der SDS-PAGE betrigt unter
dieser Annahme 5 % bei Molekulargewichten von 13 kDa steigt bis zu 20 % an bei
Molekulargewichten von 130 kDa (geringere Wanderungsstrecke).

Adsorptionsisothermen

Die Menge an adsorptiv auf den brushes gebundenem Protein wird indirekt iiber die
Extinktion des freien Proteins in Losung bestimmt (s. V1.2.2), welches zuvor mittels Ultra-
filtration abgetrennt wird. Die Extinktionsfehler sind gegeniiber eventuellen Verlusten an
Protein bei der Abtrennung vernachldssigbar. Letztere kénnen durch eine unvollstindige
Abtrennung des freien Proteins, Adsorption des Proteins an der Ultrafiltrationszelle oder
auf der Membrane sowie Verlusten bei der Filtration der Proteinlosungen {iber einen
Spritzenvorsatzfilter vor der Extinktionsmessung verursacht werden. Um diesen Punkten
Rechnung zu tragen, wurden definierte Proteinmengen in Pufferlosung derselben Ultra-
filtrationsmethodik unterzogen wie die Protein-haltigen Suspensionen. Je nach Protein
konnten 95 — 98 % der eingesetzten Proteinmenge nach der Ultrafiltration in der abge-
trennten Losung nachgewiesen werden. Die Verluste an freiem Protein wurden bei der Er-
mittelung des Adsorptionsgrads auf den brushes entsprechend berticksichtigt.

Die Angabe eines Absolutfehlers des Adsorptionsgrads ist relativ schwierig, da er von
zahlreichen Faktoren beeinflusst wird. Im Falle geringer Adsorptionsgrade ist die Bindung
des Proteins an die brushes relativ schwach, weswegen die Adsorptionsergebnisse an Re-
produzierbarkeit verlieren und relativ stark von dufleren Einfliissen abhéngen. Bei einer
sehr hohen Affinitit des Proteins zu den brushes, beispielsweise im Falle der Adsorption
von BSA auf quenched brushes, wird das Protein nahezu quantitativ gebunden. Die
Konzentration des freien Proteins in Losung und damit die Abszisse der Adsorptions-
isothermen liegt daher im Bereich des experimentellen Fehlers.

Die Adsorptionsisothermen wurden einer Fit-Anpassung nach Gleichung 3-7 bzw. 3-10
unterzogen. Der Fehler des Fitparameter 7,4 kann als Mal} fiir den Fehler im

Adsorptionsgrad der zugehorigen Messreihe herangezogen werden.

Sekunddrstrukturanalyse

Die Ableitung der Sekundirstrukturinformation aus den FT-IR-Spektren stiitzt sich auf
einen Datensatz von Referenzspektren 30 verschiedener Proteine bekannter Rontgen-
struktur. Zur Bestimmung des Fehlers des a-Helix- bzw. p-Falttblattgehaltes der unter-
suchten Proteine wurde eine Kreuzvalidierung iiber die Messsoftware durchgefiihrt.
Hierbei werden die Anteile der jeweiligen Sekundarstrukturelemente jedes Referenz-
proteins durch PLS-Analyse (Haaland ef al. 1988, Geladi ef al. 1986) iiber den Satz der
tibrigen 29 Referenzspektren bestimmt. Die dabei erhaltenen Werte wurden gegen die ent-
sprechenden Werte aus einer Proteindatenbank (,,The Protein Databank® PDB,

183



Experimenteller Teil

http://www.rcsb.org/pdb/) aufgetragen. Der experimentelle Fehler wurde als Wurzel der
mittleren quadratischen Abweichung der Werte von der Winkelhalbierenden erhalten.

Die in Tabelle IV.16 aufgefiihrten Fehler der Sekundirstrukturanalyse mittels CD-
Spektroskopie wurden tiber eine GroBtfehlerabschitzung anhand von Mehrfachmessungen
durchgefiihrt. Die Abweichung der Wurzel der mittleren Fehlerquadrate zwischen den ge-
messenen CD-Spektren und den aus den Einzelkomponentenspektren der Struktur-
merkmale berechneten Spektren erwiesen sich mit Werten von maximal 5,0 (s. Tab. [V.16)
als relativ klein. Generell gelten Werte unter 10 als akzeptabel (Czeslik et al. 2004).

Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS):

Der statistische Fehler der Streuintensitéiten berechnet sich aus der Zahlrate N zu o =+/N .
Das Auswerteprogramm beriicksichtigt den statistischen Fehler sowohl beim Untergrund-
abzug, als auch bei der Bestimmung der Primérintensitit automatisch. Von den apparativen
Fehlern erfasst das Programm zudem die Totzeiten des Detektors. Ungenauigkeiten in der
Detektorposition sowie im Schwerpunkt des Primérstrahls bleiben hingegen unbertick-
sichtigt.

Der Fehler bei der Bestimmung der Teilchenradien wird entscheidend von dem zur Be-
schreibung der Partikelmorphologie eingesetzten Modell bestimmt. Im Falle eines steil
abfallenden Modells der Elektronendichte ergibt sich ein Fehler des Teilchenradius von
2 % (Norhausen 1997).
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Abkiirzungen

VII Abkiirzungen

AA
APS
Asp. niger
Bac. subt.
BCA
BIS
BSA
BLG
CCA
CD
CHES
Dansyl
DCP
DLS
DMF
DSC
EDC
FG
FITC
FT-IR
Gew.-%
GPC
HMEM
HPLC
IEF

IR
Konz.
KPS
LSCM
MES
MCT
MD
NaSS

Acrylsdure

Ammoniumperoxodisulfat

Aspergillus niger

Bacillus subtilis

Bicinchoninséure
N,N‘-Methylenbisacrylamid
Rinderserumalbumin (Bovine serum albumin)
B-Lactoglobulin

Convex constraint analysis
Circluardichroismus
2-(Cyclohexylamino)-ethansulfonsédure
5-(Dimethylamino)naphthalin-1-sulfonyl-
Scheibenzentrifuge

dynamische Lichtstreuung
N,N-Dimethylformamid

Differential Scanning Calorimetrie
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethyl-carbodiimid
Feststoffgehalt

Fluoresceinisothiocyanat
Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie
Gewichtsprozent
Gelpermeationschromatographie
Methacrylsdure-2-[4-(2-hydroxy-2-methyl-propionyl)-phenoxy]-ethylester
Hochdruckflussigkeitschromatographie
Isoelektrische Fokussierung
Infrarotspektroskopie

Konzentration

Kaliumperoxodisulfat
Laser-Scanning-Konfokalmikroskopie
2-Morpholinoethansulfonsidure
Hg;.xCd,Te-Detektor

Molekulardynamik

Natrium-4-vinyl-benzolsulfonat
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Abkiirzungen

NHS
PAA
PAGE
PCS
PDB
PLS
PS
PSS
RNase
SAXS
SDS
SPB
TEM
TEMED
TRIS
Vol.-%

N-Hydroxysuccinimid

Polyacrylsdure
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Photonenkorrelationsspektroskopie
“The Protein Databank* (http://www.rcsb.org/pdb/)
Partial least squares

Polystyrol

Polystyrolsulfonat

Ribonuklease
Rontgenkleinwinkelstreuung
Natriumdodecylsulfat

Spherical polyelectrolyte brushes
Transmissionselektronenmikroskopie
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Volumenprozent
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