MatWerk

Krimmungssensitive
Biomembransensoren

w‘Nl MMIATWWER]E 2 Springer
und Werkstofftechnik —

HO4V31S3d



MatWerk

Edited by
Dr.-Ing. Frank O. R. Fischer (Deutsche Gesellschaft fiir Materialkunde e.V.)

Frankfurt am Main, Deutschland



Die inhaltliche Zielsetzung der Reihe ist es, das Fachgebiet ,,Materialwissenschaft und
Werkstofttechnik® (kurz MatWerk) durch hervorragende Forschungsergebnisse best-
moglich abzubilden. Dabei versteht sich die Materialwissenschaft und Werkstofftech-
nik als Schlisseldisziplin, die eine Vielzahl von Losungen fiir gesellschaftlich relevante
Herausforderungen bereitstellt, namentlich in den groflen Zukunftsfeldern Energie,
Klima- und Umweltschutz, Ressourcenschonung, Mobilitit, Gesundheit, Sicherheit
oder Kommunikation. Die aus der Materialwissenschaft gewonnenen Erkenntnisse
ermoglichen die Herstellung technischer Werkstoffe mit neuen oder verbesserten Ei-
genschaften. Die Eigenschaften eines Bauteils sind von der Werkstoffauswahl, von der
konstruktiven Gestaltung des Bauteils, dem Herstellungsprozess und den betrieblichen
Beanspruchungen im Einsatz abhidngig. Dies schliefSt den gesamten Lebenszyklus von
Bauteilen bis zum Recycling oder zur stofflichen Weiterverwertung ein. Auch die Ent-
wicklung vollig neuer Herstellungsverfahren zéhlt dazu. Ohne diese stetigen Forschungs-
ergebnisse wire ein kontinuierlicher Fortschritt zum Beispiel im Maschinenbau, im
Automobilbau, in der Luftfahrtindustrie, in der chemischen Industrie, in Medizintech-
nik, in der Energietechnik, im Umweltschutz usw. nicht denkbar. Daher werden in der
Reihe nur ausgewidhlte Dissertationen, Habilitationen und Sammelbande veréffent-
licht. Ein Beirat aus namhaften Wissenschaftlern und Praktikern steht fiir die gepriifte
Qualitit der Ergebnisse. Die Reihe steht sowohl Nachwuchswissenschaftlern als auch
etablierten Ingenieurwissenschaftlern offen.

It is the substantive aim of this academic series to optimally illustrate the scientific fields
“material sciences and engineering” (MatWerk for short) by presenting outstanding re-
search results. Material sciences and engineering consider themselves as key disciplines
that provide a wide range of solutions for the challenges currently posed for society,
particularly in such cutting-edge fields as energy, climate and environmental protection,
sustainable use of resources, mobility, health, safety, or communication. The findings
gained from material sciences enable the production of technical materials with new or
enhanced properties. The properties of a structural component depend on the selected
technical material, the constructive design of the component, the production process,
and the operational load during use. This comprises the complete life cycle of structural
components up to their recycling or re-use of the materials. It also includes the develop-
ment of completely new production methods. It will only be possible to ensure a con-
tinuous progress, for example in engineering, automotive industry, aviation industry,
chemical industry, medical engineering, energy technology, environment protection
etc., by constantly gaining such research results. Therefore, only selected dissertations,
habilitations, and collected works are published in this series. An advisory board con-
sisting of renowned scientists and practitioners stands for the certified quality of the
results. The series is open to early-stage researchers as well as to established engineering
scientists.

Herausgeber/Editor:
Dr.-Ing. Frank O. R. Fischer (Deutsche Gesellschaft fiir Materialkunde e.V.)
Frankfurt am Main, Deutschland



Frieder Ostermaier

Krummungssensitive
Biomembransensoren

Ein Aufbau mit
Kohlenstoffnanorohren

Mit einem Geleitwort von
Prof. Dr. rer. nat. et Ing. habil. Michael Mertig

@ Springer



Frieder Ostermaier
Dresden, Deutschland

Zugl.: Dissertation Technische Universitit Dresden, 2014

MatWerk
ISBN 978-3-658-11925-6 ISBN 978-3-658-11926-3 (¢Book)
DOI 10.1007/978-3-658-11926-3

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen Nationalbi-
bliografie; detaillierte bibliografische Daten sind im Internet iiber http://dnb.d-nb.de abrufbar.

Springer

© Springer Fachmedien Wiesbaden 2016

Das Werk einschlieBlich aller seiner Teile ist urheberrechtlich geschiitzt. Jede Verwertung, die
nicht ausdriicklich vom Urheberrechtsgesetz zugelassen ist, bedarf der vorherigen Zustimmung
des Verlags. Das gilt insbesondere fiir Vervielfiltigungen, Bearbeitungen, Ubersetzungen,
Mikroverfilmungen und die Einspeicherung und Verarbeitung in elektronischen Systemen.

Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Handelsnamen, Warenbezeichnungen usw. in diesem
Werk berechtigt auch ohne besondere Kennzeichnung nicht zu der Annahme, dass solche
Namen im Sinne der Warenzeichen- und Markenschutz-Gesetzgebung als frei zu betrachten
wiren und daher von jedermann benutzt werden diirften.

Der Verlag, die Autoren und die Herausgeber gehen davon aus, dass die Angaben und Informa-
tionen in diesem Werk zum Zeitpunkt der Veroffentlichung vollstindig und korrekt sind.
Weder der Verlag noch die Autoren oder die Herausgeber iibernehmen, ausdriicklich oder
implizit, Gewihr fiir den Inhalt des Werkes, etwaige Fehler oder AuBerungen.

Gedruckt auf saurefreiem und chlorfrei gebleichtem Papier

Springer Fachmedien Wiesbaden ist Teil der Fachverlagsgruppe Springer Science+Business Media
(Www.springer.com)



Geleitwort

Die spezifische Detektion der Wechselwirkungen zwischen einzelnen Bio-
molekiilen sowie deren Interaktion mit chemischen Wirkstoffen nimmt heu-
te in der medizinischen und insbesondere in der pharmakologischen For-
schung einen sehr hohen Stellenwert ein. Dabei ist neben dem Nachweis
der spezifischen Bindung selbst vor allem die Bestimmung von Bindungs-
kinetiken von grofler Bedeutung. Mit dieser Aufgabenstellung wurde eine
Vielzahl von Sensoren in den letzten Jahren entwickelt, deren Signale iiber
verschiedenste Wandlerprinzipien ausgelesen werden. Zu letzten gehdren
vor allem optische, elektrische und mechanische Methoden der Signalaus-
wertung, wobei bei allen Sensorentwicklungen stets das Erreichen von mog-
lichst hoher Sensitivitdt, Selektivitdt und Langzeitstabilitit im Vordergrund
steht. AuBerdem riickt zunehmend das Interesse an Miniaturisierung der
Sensoren in den Fokus des wissenschaftlich-technischen Interesses, um die
Detektion hochgradig parallel und mit geringsten Analytenmengen durch-
fiihren zu kénnen.

Die hier vorliegende Dissertationsschrift von Herrn Dr. Ostermaier zielt
insgesamt auf die Anwendung von Kohlenstoffnanordhren fiir die Untersu-
chung neuartiger Fragestellungen in der biologischen Sensorik, insbesonde-
re fiir die Untersuchung von Membranproteinen. Diese spielen in der beleb-
ten Natur eine bedeutende Rolle, da sie den Transport von Ionen und Mole-
kiilen durch die Zellmembran hindurch - d.h. von einem Kompartiment in
ein benachbartes - ermoglichen und steuern. Es besteht daher ein besonde-
res Interesse, die spezifische Funktion einzelner Membranproteine in vivo
bzw. in vitro zu untersuchen.

Den Ansatz, den Herr Dr. Ostermaier in den seiner Dissertationsschrift zu-
grunde liegenden experimentellen Arbeiten wihlt, beruht originir auf dem
Aufbau von Kohlenstoffnanoréhren-basierten Feldeffekttransistoren (FET)
als elektrische Wandlerelemente. Kohlenstoffnanoréhren (engl.: carbon na-



VI Geleitwort

notubes = CNT) stellen eindimensionale Leiter dar, deren spezifische Eigen-
schaften von ihren geometrischen Parametern wie Durchmesser und Chira-
litdt abhidngen. Der Aufbau von Feldeffekttransistoren erfordert daher den
Einsatz von halbleitenden Réhren, was voraussetzt, dass Rohren mit be-
stimmten Chiralititen aus einem Syntheseprodukt, in dem eine Vielzahl von
Chiralititen in der Regel statistisch verteilt vorliegen, aussortiert werden
miissen. Mit Hilfe von sortierten R6hren kdnnen dann iiber Dielektrophore-
se Transistoren assembliert werden, deren Kanal fiir einen Analyten zugéng-
lich ist und die deshalb als hoch sensitive Biosensoren verwendet werden
konnen.

Die vorliegende Arbeit widmet sich anfangs diesen zwei, fiir den eigent-
lichen Sensoraufbau sehr wichtigen Schritten. Danach wird eine Modellbio-
membran in Form einer substratgestiitzten Lipiddoppelschicht aufgebracht,
die an den Stellen, wo die Kohlenstoffnanoréhren abgeschieden wurden, ei-
ne starke Kriimmung aufweist. Die besondere Idee der Arbeit besteht darin,
dass diese Orte fiir die Anreicherung von kriimmungssensitiven Membran-
proteinen genutzt werden, wodurch die zu untersuchenden Proteine quasi in
einem ,,Selbstassemblierungsschritt genau dort lokalisiert werden, wo sie
dann vermessen werden sollen.

Aus den von Dr. Ostermaier in seiner Dissertationsschrift vorgestellten
Arbeiten erscheinen mir zwei als besonders hervorhebenswert. Diese betref-
fen das Sortieren bzw. die quantitative Charakterisierung des Sortierschritts
und die Analyse der Mobilitdt der Membranproteine in eingeschriankten
Geometrien.

UV/VIS-Spektroskopie ist eine in der Literatur hdufig verwendete Metho-
de zur Charakterisierung von Dispersionen einwandiger CNT, wobei die In-
terpretation der Spektren jedoch zumeist nur qualitativen Charakter besitzt.
Herr Dr. Ostermaier kombiniert deshalb diese Methode mit Photolumines-
zenzmessungen. Er hat eine Methode entwickelt, die zum ersten Mal opti-
sche Ubergangsmatrixelemente der Absorption nutzt, um die Anteile einzel-
ner Chiralitdten in der Probe zu bestimmen. Die Methode erlaubt nach ein-
maliger Photolumineszenzmessung oder bei guter Kenntnis der Durchmes-
serverteilung routiniert und mit nur einer Messung des UV/VIS-Spektrums,
den metallischen bzw. halbleitenden Anteil zu quantifizieren. Falls nur we-
nige Chiralititen vertreten sind, wie beispielsweise bei Proben aus selek-
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tivem Wachstum beziiglich des Durchmessers, konnen sogar die Anteile
einzelner Chiralitdten direkt bestimmt werden.

Um die Mobilitdt der Proteine in den substratunterstiitzten Doppellipi-
dschichten zu bestimmen, hat er erfolgreich Experimente zur Fluoreszenz-
regeneration nach Photobleichung (engl.: fluorescent recovery after photo-
bleaching = FRAP) durchgefiihrt. Zur Interpretation der Messwerte in den
Elektrodenanordnungen mit Diffusionsbarrieren hat er ein Beschreibungs-
modell entwickelt, welches ihm erlaubt, den Einfluss der dabei vorliegenden
eingeschriankten Geometrien zu beriicksichtigen.

Diese und weitere von ihm entwickelte und eingesetzte Methoden haben
zum Teil Pilotcharakter und weisen ein hohes Potenzial fiir weiterfithren-
de Untersuchungen und zur Charakterisierung weiterer Systeme auf. Ich
kann deshalb das Studium seiner vorgelegten Dissertationsschrift uneinge-
schriankt empfehlen.

Dresden
Prof. Dr. rer. nat. et Ing. habil. Michael Mertig
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1 Einleitung

Kohlenstoffnanoréhren - carbon nanotubes (CNT) haben seit ihrer Entde-
ckung 1991 durch Ijima ein stark wachsendes Interesse hervorgerufen [35].
Ein Blick auf die Anzahl der Veroffentlichungen verdeutlicht das. 1992 gab
es 20 Veroffenlichungen zu Kohlenstoffnanoréhren. Im Jahr 2000 wurden
980 Verdffentlichenugen zu diesem Thema publiziert. Allein 2010 wurden
8930 Paper zu diesem Thema verdffentlicht [27,57]. Zu Beginn der Unter-
suchung von CNT standen Aspekte der Grundlagenforschung im Vorder-
grund, wie deren elektrische Eigenschaften und die Entwicklung von Her-
stellungsverfahren, die fiir die Massenfertigung geeignet sind [77].

Das groB3e Interesse an den Kohlenstoffnanordhren liegt in ihren mecha-
nischen, elektrischen und chemischen Eigenschaften begriindet. CNT zeich-
nen sich aus durch ihr sehr hohes Elastizitditsmodul von 1.000 GPa [106],
wihrend sie mit 1.33gcm ™ eine sehr geringe Massendichte aufweisen
[25]. Aufgrund ihrer ldnglichen Form mit Aspektverhiltnissen von bis zu
1.8 x 108 eignen sie sich hervorragend als Zusatz fiir neue Leichtbauma-
terialien oder um die Eigenschaften vorhandener Materialien zu optimie-
ren (z.B. Zemente, Keramiken, Polymerwerkstoffe, Metalle, ...) [77, 101].
Erste kommerzielle Produkte mit CNT sind unter anderem Sportboote und
Rennrider. Allein auf dem Aspektverhiltnis basierend wurden aber auch
Filter entwickelt, die kostengiinstig und mobil keimfreies Wasser garantie-
ren [17].

Neben diesen mechanischen Eigenschaften kommen herausragende elek-
trische Eigenschaften hinzu. Eine Untergruppe der CNT sind einwandige
Kohlenstoffnanoréhren - single-walled carbon nanotubes (SWCNT). Das
sind zylindrische Strukturen, deren AuBlenwand aus lediglich einer Lage
Graphen besteht. Zudem gibt es die Moglichkeit, dass der Zylinder von
mehreren Lagen Graphen ummantelt wird (mehrwandige Kohlenstoffna-
nordhren - multi-walled carbon nanotubes (MWCNT)). Einzelne SWCNT
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konnen elektrische Strome bis 1 x 10° A cm™2 zerstérungsfrei standhalten

[105]. Ihr spezifischer Widerstand betrigt dabei nur 1 x 10~* Q cm ™! [95].
Deshalb werden CNT beispielsweise in leitfahigen Lacken fiir Flugzeuge er-
probt. Weitere Anwendungen sind Kabel, durchsichtige leitfdhige Beschich-
tungen flir Touchdisplays und als Elektroden bei Solarzellen oder Li-lonen
Batterien [17].

Der Aufbau der CNT unterscheidet sich im Detail durch ihre Chiralitét,
die spéter noch eingehend erldutert wird (vgl. Kapitel 2.2). Sie bestimmt
die elektrischen Eigenschaften der CNT, die metallisch, halbmetallisch oder
halbleitend sein konnen. So kommen metallische Kohlenstoffnanoréhren -
metallic SWCNT (mSWCNT) fiir Anwendungen in Frage, bei denen viel
Strom transportiert werden soll. Fiir einen Feldeffekttransistor (FET) hinge-
gen konnen halbleitende Kohlenstoffnanoréhren - semiconducting SWCNT
(scSWCNT) genutzt werden. Druckbare und biegsame FET und Solarzellen
lassen sich aus Netzwerken von scSSWCNT herstellen [17].

Besondere Aufmerksamkeit gebiithrt den SWCNT in der Halbleiterindus-
trie als Nachfolgematerial fiir Silizium, welches aufgrund der immer kleiner
werdenden lateralen Abmessungen, mittelfristig durch eine neue Technolo-
gie abgelost werden muss. Dass Kohlenstoffnanoréhren dafiir ein sehr po-
tenter Kandidat sind, wurde in den letzten Jahren gezeigt. Es konnte fiir
einen Kohlenstoffnanoréhren-Feldeffekttransistor (SWCNT-FET) mit nur
10nm Kanalldnge gezeigt werden, dass das vierfache der auf den Durch-
messer normalisierten Stromdichte im Vergleich zu Silizium erreicht wer-
den kann. Dabei kdnnen niedrige Spannungen von 0.5V genutzt werden.
Dariiber hinaus weisen die SWCNT-FET extrem kleine subthreshold slopes
mit 0.94 mV pro Dekade auf [24]. Auch Ansidtze zur skalierten Fertigung
auf Waverniveau wurden gezeigt [72].

Die bekannten CNT-Herstellungsverfahren liefern stets ein Gemisch von
halbleitenden und metallischen SWCNT. Anwendungen setzen jedoch in
der Regel SWCNT mit bestimmten Eigenschaften voraus. Eine Moglich-
keit dieses Problem zu 18sen, besteht in der Sortierung der SWCNT nach
ihrer Herstellung und Dispergierung. Dafiir wird eine Vielzahl von Metho-
den vorgestellt (siche Kapitel 2.5). Eine sehr genaue Sortierung wird durch
Dichtegradientenzentrifugation erreicht [1]. Aufgrund der preisintensiven
Gradientenmedien und hohen Geritekosten ist diese Methode allerdings
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nicht wirtschaftlich. Gel-Chromatographie hat sich in den letzten Jahren
als skalierbare und kostengiinstigere Alternative erwiesen [61]. Eine Ein-
Schritt-Variante dieser Methoden wird in der vorliegenden Arbeit genutzt
und weiterentwickelt (siche Kapitel 4.2.1 und 4.2.2).

Zur Charakterisierung der Sortierung werden meist optische Verfahren
verwendet. Hiufig kommt Raman-Spektroskopie zum Einsatz oder es wird
mittels Photolumineszenz die Qualitit der Sortierung untersucht. Die Cha-
rakterisierung mittels UV/VIS-Spektroskopie dient in den meisten Verof-
fentlichungen der qualitativen Diskussion. In der vorliegenden Arbeit wird
eine neue, sehr effiziente Methode entwickelt, die aus UV/VIS-Spektren de-
taillierte quantitative Ergebnisse generieren kann. Dadurch wird ein wichti-
ger Beitrag zur routinierten Charakterisierung von sortierten Dispersionen
geleistet (siche Kapitel 4.1). Am Beispiel von mittels Gel-Chromatographie
sortierten SWCNT werden Anderungen der Zusammensetzung der Disper-
sionen beziiglich halbleitendem und metallischem Anteil bis hinzu Anderun-
gen der Anteile einzelner Chiralititen in der Arbeit detailliert aufgeschliis-
selt.

Die Nutzung der Gel-Chromatographie, um Dispersionen mit erhéhtem
halbleitenden Anteil zu erhalten, stellt eine wesentliche Vereinfachung der
Probenpréparation gegeniiber Dichtegradientenzentrifugation dar.

In der Arbeit werden aus den sortierten Proben FET durch dielektropho-
retische Abscheidung assembliert. Diese SWCNT-FET zeigen direkt nach
der Assemblierung ein Schaltverhéltnis von einer Grofenordnung, sodass
auf ein Durchbrennen metallischer Verbindungen verzichtet werden kann,
wie es bei unsortierten Proben nétig ist [91].

Solche FET-Strukturen sind duBerst gut geeignet, um sie als Sensoren fiir
biologische Komponenten zu nutzen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wird eine Sensorplattform basierend auf SWCNT-FET speziell fiir kriim-
mungssensitive Proteine entwickelt. Dies geschieht im Wesentlichen aus
zwei Griinden. Zum einen zielt der Grofiteil der verkauften Medikamente
auf in Biomembranen verankerte Proteine ab, weshalb deren Untersuchung
von besonderem Interesse ist [70, 75]. Zum anderen gibt es neue Erkennt-
nisse, welche die Kriimmung von Membranen als Ordnungsprinzip identi-
fiziert haben. So wurde gezeigt, dass Kriimmung durch Proteine detektiert
und/oder induziert werden kann [21,37].



