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Kurzfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die Weiterentwicklung eines entwickelten kiinstli-
chen Minimalmodells eines Membransystems und dessen Vergleich mit natiirlichen
Systemen. An dem Minimalmodell konnte der Prozess der Nanopartikelaufnahme
physikalisch verstanden und gesteuert werden, bevor er dann schrittweise auf natiir-

liche Zellen iibertragen wurde.

Die Membran des Modellsystems besteht aus dem amphiphilen Polydimethylsiloxan-
Polymethyloxazolin-Blockcopolymer (PDMS-6-PMOXA). Zu Beginn der Arbeit wur-
de die Synthese des Blockcopolymers (BCs) optimiert. Durch Variieren des PMOXA-
Blockes konnten Informationen iiber den Einfluss der Blocklange auf die mechani-
schen Eigenschaften der aus den verschiedenen BCs hergestellten Polymersome ge-

wonnen werden.

Um das vorhandene System von Jaskiewicz et al. weiterentwickeln zu konnen, wurde
von Polystyrol- und Siliciumdioxid-Partikeln auf Gold-Partikel i{ibergegangen, wel-
che leichter modifiziert werden kénnen. Somit konnten positive, neutrale und nega-
tive Partikel hergestellt werden. Mit Hilfe der Colloidal Probe-Technik, einer spe-
ziellen AFM-Methode, wurde herausgefunden, dass die Wechselwirkungen zwischen

Partikeln und Polymersomen elektrostatischer Natur sind. Durch den Einsatz von
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modifizierten Gold-Nanopartikeln (Durchmesser =44 nm) konnten drei verschiedene
Szenarien eingestellt werden: Aufnahme, Anlagerung und Koexistenz mit Polymerso-
men, was durch Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie (Cryo-TEM) verbildlicht
wurde. Dabei konnte auch eine Vorstellung iiber den molekularen Aufbau der Mem-
bran gewonnen werden. Durch Verwenden von Gold-Nanostiabchen konnte ebenfalls
mit Cryo-TEM gezeigt werden, dass die Form der Partikel keinen Einfluss auf die
Aufnahme hat.

Mit dem Verstindnis des Minimalmodells wurden die erlangten Erkenntnisse auf
ein weiteres, der Natur dhnlicheres Modellsystem iibertragen. Hierzu wurden riesige
unilamellare Vesikel (giant unilamellar vesicles, GUVs) mit verschieden modifizierten,
1 pm grofen Partikeln (aus Siliciumdioxid und Polystyrol) versetzt. Mittels Konfo-
kalmikroskopie konnte bestétigt werden, dass auch in diesem System die Interaktion
zwischen Partikeln und Vesikeln auf elektrostatische Wechselwirkungen zurtickzufiih-

ren ist.

In einem letzten Schritt wurde vom Modellsystem auf natiirliche Zellen, rote Blutkorper-
chen, iibergegangen. Dabei konnten einerseits Erkenntnisse, die aus den Modellsys-
temen erlangt wurden, bestatigt werden, andererseits wurde ein sehr interessantes

Verhalten der Silizium-Partikel beobachtet.

Im Rahmen der Doktorarbeit wurde somit das vorhandene Modellsystem weiter-
entwickelt und erstmals daraus erlangte Kenntnisse durch sukzessives Ubertragen

auf natiirliche Zellen angewendet.



Abstract

This thesis focuses on two main points. The first concentrates on the improvement of
a recently developed artificial minimal model of a membrane system with which we
were able to understand and control the uptake behavior of nanoparticles into poly-
meric vesicles (polymersomes). The second point aimes at transferring the acquired

knowledge step by step to a natural system - red blood cells.

The membrane of the minimal model system consists of the amphiphilic poly(di-
methylsiloxane)-poly(2-methyloxazoline) block copolymer (PDMS-5-PMOXA). At
the beginning of this work the synthesis of this block-copolymer (BC) was optimized.
By variing the length of the PMOXA-block it was possible to gain information about
the influence of the block length on the mechanical properties of the polymersomes

produced.

To develop the system further, gold particles were used instead of silica and po-
lystyrene particles as Jaskiewicz et al. had done. Gold particles can easily be modi-
fied and they show an intrinsic cristallinity, which gives access to new experiments
in light scattering and plasmonics. By using immobilized, differently modified gold
particles in atomic force microscopy (AFM) measurements (= colloidal probe techni-

que), information about the interactions between those particles and polymersomes
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could be gained. It was found that the dominant interactions are weak electrosta-
tic interactions. By mixing polymersomes and gold-nanoparticles with a diameter of
44 nm, modified in the same different ways as for AFM experiments, their behavior
towards polymersomes could be controlled. We were able to set different scenarios:
uptake of particles into polymersomes, attachment of particles to the polymersomes
and coexistence of particles and polymersomes. Those findings were proven by cryo-
genic transmission electron microscopy (Cryo-TEM). From these images one could
also understand how the membrane is built up at the molecular level. Furthermore,
modified gold-nanorods were used to study the influence of the nanoparticles’s shape
on the uptake into polymersomes. It was found that shape does not influence the

uptake of particles into polymersomes.

The insight gained through an understanding of this minimal model system was
transferred to a more natural model system. For this purpose, giant unilamellar
vesicles (GUVs) were prepared and mixed with differently modified 1 um particles
(made of silica and polystyrene). These mixtures were analyzed with confocal laser
scanning microscopy (CLSM). It was observed that here, too, the dominant interac-

tions are elctrostatic ones.

In a last step, experiments with red blood cells were carried out to transfer the
knowledge gained from the model to a natural system, which confirmed some of the
findings of the model systems. Furthermore, some very interesting behavior of silica

particles was observed.

Within the scope of this thesis the existing model system was developed further
and the interacting forcees between particles and model system were uncovered. For
the first time, information gained from a minimal model system was successively
transferred to a model system and compared to a similar natural system - a line was

drawn between a minimal model and nature.
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Einflihrung

Die meisten Darreichungsformen pharmazeutischer Wirkstoffe haben deren unselek-
tive Verbreitung im Korper zur Folge. Daher sind - relativ zur tatsédchlich bendtigten
Wirkstoffmenge - hohe Dosierungen vonnoten, um die erwiinschte Wirkung zu er-
zielen. Dies zieht in vielen Fallen unerwiinschte Nebenwirkungen nach sich, die zu

starken Beeintrachtigungen, im Extremfall zum Tod des Patienten fithren konnen.

Ein wesentliches Ziel der modernen Medizin ist es deshalb, Wirkstoffe besser in das ge-
wiinschte Zielgewebe zu transportieren, beziehungsweise sie dort selektiv freizusetzen
(Drug Targeting). Dies kann zum Beispiel chemisch erreicht werden, indem geeignet
modifizierte Wirkstoffmolekiile erst im spezifischen Milieu des Zielgewebes aktiviert
werden. Ein weiterer moglicher Ansatz ist die Vektorisierung, bei der die Wirkstof-
fe durch mafgeschneiderte Transportvehikel an den Einsatzort gelangen. Hier wird
das entsprechende Pharmazeutikum in einem Trager, wie zum Beispiel einem Nano-
partikel, einem Dendrimer oder einer Nanokapsel, inaktiviert. Dieser diffundiert im
Korper, bis ein Liganden-Rezeptor-System zur Bindung im Zielgewebe fiihrt und die

Freisetzung dort stattfinden kann [1-5].

Die Frage ist, iiber welche Mechanismen der Wirkstoff vom Trager in die Zellen

gelangen soll. In der Zellbiologie ist der Prozess der Endozytose ubiquitar. Bei die-
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sem steuern verschiedene auf der Zellmembran lokalisierte Proteine und Enzyme den
Transport von Ionen, Makromolekiilen oder Partikeln in das Zellinnere. Es konnten
bisher viele unterschiedliche Mechanismen der Partikelaufnahme beschrieben werden.
Ein komplettes Verstandnis aller Aufnahmemechanismen ist jedoch noch lange nicht
erreicht |6H10]. Es existieren allerdings Studien iiber den Einfluss von Parametern
wie Grofe, Form und Oberflachenbeschaffenheit auf die Aufnahme in Zellen und auf

die Zelltoxizitat der Partikel [11-14].

Neben dem endozytotischen Aufnahmeweg konnte auch die nicht-endozytotische Auf-
nahme von Partikeln nachgewiesen werden, indem alle fiir den endozytotischen Weg
relevanten Proteine und Enzyme blockiert wurden. Dieser Aufnahmeprozess ist rein
physikalischer Natur und konnte auf molekularer Ebene noch nicht verstanden wer-

den [154/16].

Da die Arbeit mit dem komplexen System “Zelle sehr aufwendig ist, bietet es sich
an, ein einfacheres Modellsystem zu verwenden, an dem der Aufnahmeprozess bes-
ser verstanden werden kann. Es existiert eine Vielzahl von Zell-Modellsystemen wie
Monolagen [17H19|, planare Lipiddoppelschichten [20-22], poreniiberspannende Li-
pidmembranen [23}24] oder vesikulidre Systeme [25,[26]. Letztere sind aufgrund ihrer
dreidimensionalen Struktur den realen Zellen am &hnlichsten und somit am inter-

essantesten.

Eine Untergruppe sind Vesikel aus Block-Copolymeren, so genannte Polymersome.
Erstmals von Eisenberg et al. publiziert 27|, zogen sie rasch grofes Interesse auf
sich, indem sie als Transporvehikel oder Mikroreaktoren eingesetzt wurden [28-32].
Jaskiewicz et al. waren die ersten, die Polymersome als minimale Zellmodelle er-
forschten und daran die nicht-endozytotische Aufnahme von Nanopartikeln analy-
sierten. Es konnte gezeigt werden, dass der Prozess der Nanopartikelaufnahme, wie

oben erwahnt, rein physikalischer Natur ist und sowohl gréfien- als auch konzentra-



tionsabhéngig ist. Es war jedoch nicht geklart, was die treibende Kraft hinter der
Partikelaufnahme ist und ob die Form der Partikel einen Einfluss darauf hat. Eine
grundlegende Frage war, ob die erlangten Erkenntnisse auf reale Zellen iibertragbar

sind. Diese offenen Fragen werden in dieser Dissertation behandelt.

Die vorliegende Arbeit adressiert zwei wesentliche Fragen zum Drug Targeting. Zum
einen wird analysiert, inwieweit die zellulaire Aufnahme der Nanopartikel durch deren
Oberflichenmodifizierung und Form beeinflusst wird und ob sich daraus die Moglich-
keit der gezielten Steuerung ergibt, um anderen wird auf die Fragestellung eingegan-
gen, ob die anhand des Modellsystems gewonnenen Erkenntnisse auf reale Zellen

iibertragbar sind.

Nach einer theoretischen Einfithrung der Grundlagen in Kapitel 2] werden in Kapi-
tel |3 alle angewendeten Methoden sowie alle verwendeten Chemikalien und Partikel
erlautert. In Kapitel 4 wird das experimentelle Vorgehen beschrieben, durch welches
das Modellsystem hergestellt und charakterisiert wurde. Im anschlieffenden Kapitel

werden die erhaltenen Ergebnisse dargestellt und diskutiert.






Grundlagen

In diesem Kapitel werden die Grundbausteine dargestellt, welche Bestandteil der
Forschung zum Thema Wechselwirkung zwischen Nanopartikeln und Polymersomen
waren. Nach einem einfithrenden Abschnitt iiber Zellen und speziell iiber Erythrozy-
ten wird auf den molekularen Aufbau der Zellmembran eingegangen. Deren Haupt-
bestandteile, die Lipide, werden genauso wie Blockcopolymere eingefiihrt und mit-
einander verglichen, um dann Vesikel als Zellmodelle einzufiihren. Zum Abschluss
wird der aktuelle Stand der Forschung zum Thema Aufnahme von Nanopartikeln in

Zellmodelle dargestellt.

2.1 Der Aufbau der Zelle

Die Anzahl an Zellen im menschlichen Korper ist im wahrsten Sinne des Wortes
astronomisch. Sie ist etwa drei Grofsenordnungen grofer als die Zahl an Sternen in
der Milchstrafe. Gemessen an ihrer unglaublichen Anzahl, ist die Vielfalt an Zellen
jedoch sehr gering. Es existieren nur etwa 200 verschiedene Zelltypen unter den ca.

10 Zellen, die unseren Kérper aufbauen [33].
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2.1.1 Allgemeiner Aufbau einer Zelle

Der allgemeine Aufbau einer Zelle ist in Abbildung dargestellt. Nach aufsen hin
wird die Zelle durch die Zellmembran abgetrennt. Diese biologische Membran stellt
eine diinne Trennschicht dar, welche als selektive Barriere wirkt. Sie reguliert den
Transport von Molekiilen und Ionen. Ein Hauptmerkmal der Zellmembran ist, dass
sie sowohl fliefend, als auch hochst geordnet ist, wie es im Fluid-Mosaik-Modell bio-
logischer Membranen angenommen wird . Zellmembranen verschiedener Zellen
zeigen stark unterschiedliche Zusammensetzungen bezogen auf die Oberflichenla-
dung, Lipid-Zusammensetzung, Cholesterol- und Proteingehalt oder die Kriimmung
der Zelle. Lipide sind ein Hauptbestandteil der Zellmembran und werden im néchsten

Kapitel genauer betrachtet.

Cytoskelett

Zellkern

Mitichondrium

Endoplasmatisches
Retikulum

Golgi Apparat

Zellmembran

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau einer Zelle. Angepasst mit Erlaubnis der Cam-
bridge University Press nach .

Im Inneren der Zelle befinden sich verschiedene Organellen. Die wichtigsten sind :

e Der Zellkern mit einem Durchmesser von 3 bis 10 um, der fast die ganze DNA

der Zelle beinhaltet.

¢ Das Endoplasmatische Reticulum, welches den Zellkern umgibt und der

Ort ist, an dem Proteine synthetisiert werden.
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e Der Golgi-Apparat, welcher ein wichtiger Teil des Zellstoffwechsels ist. Er
bildet kleine Vesikel, die Proteine und andere Materialien an verschiedene Re-

gionen der Zelle transportieren.

e Das Mitochondrium, welches Adenosintriphosphat, den Energietriger der

Zelle, produziert.

Wie zu sehen ist, ist eine normale Zelle ein sehr komplexes System. Im Rahmen dieser

Arbeit sind lediglich die einfachsten Zellen, rote Blutkérperchen, von Interesse.

2.1.2 Erythrozyten

Im Vergleich zu anderen Zellen fehlen roten Blutkorperchen (Erythrozyten, RBCs)
einige Organellen, wie Zellkern oder Mitochondrium. RBCs zeigen eine bikonkave
Gestalt, wobei sie etwa die Ausmafe einer Scheibe mit einem Durchmesser von
7,5 um und eine Dicke von 1-2 um haben (siehe Abbildung [35]. Das Innere der
Zelle, das Zytoplasma, besteht vor allem aus Wasser (63 %) und Hamoglobin (33 %).
Die Zellmembran setzt sich aus Proteinen (49 %), Lipiden (43 %) und Kohlenhy-
draten (8 %) zusammen, wobei Proteine, die am endozytotischen Aufnahmeprozess
(siehe Kapitel beteiligt sind, fehlen. Stabilisiert wird die Membran von innen
durch Spektrin-Filamente, die durch kurze Aktin-Filamente vernetzt sind [36]. Auf-
grund dieser Eigenschaften sind sie von den natiirlichen Zellen dem in dieser Arbeit

verwendeten Modell, welches weiter hinten eingefiihrt wird, am dhnlichsten.

2.2 Amphiphile und Selbstassemblierung

Wie im vorhergehenden Abschnitt gezeigt, sind Lipide ein Hauptbestandteil der zel-
luldren Membran. Im Folgenden werden diese Molekiile und ihr Verhalten betrachtet

und ein Vergleich zu Blockcopolymeren hergestellt.
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Abbildung 2.2: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen von RBCs. Angepasst mit Erlaub-
nis der American Chemical Society nach .

2.2.1 Lipide

Lipide stellen einen Vertreter amphiphiler Molekiile dar. Amphiphile sind Molekii-
le mit zwei unterschiedlichen Regionen: eine mit einer hohen, eine andere mit einer
geringen Affinitdt zum Losungsmittel. Im Falle des Losungsmittels Wasser bestehen
solche Molekiile typischerweise aus polaren, ionischen oder zwitterionischen Kopf-
gruppen und unpolaren Seitenketten. In Zellen findet man hauptséchlich verschiede-

ne Phospholipide.

Phospholipide werden in zwei Klassen unterteilt - Phosphoglyceride und Sphingo-
phospholipide (siehe Abbildung . Erstere bestehen aus einer hydrophilen Kopf-
gruppe, die ein Phosphat enthélt und tiber eine Glycerolgruppe mit zwei hydrophoben
Schwénzen verbunden ist. Sphingophospholipide sind aus einem Sphingosin-Riickgrat
aufgebaut und besitzen einen hydrophoben Schwanz. Die Kopfgruppe kann neutral,
geladen oder zwitterionisch sein. Die hydrophoben Schwénze bestehen aus geséttig-

ten oder ungeséttigten Kohlenwasserstoffen mit 10-20 Kohlenstoffatomen.

Eine Untergruppe der Phosphoglyceride sind Lecithine, die aus Fettsduren, Glyce-
rin, Phosphorsdure und einer Cholin-Kopfgruppe bestehen (siehe Abbildung. Sie

sind Bestandteil tierischer und pflanzlicher Zellmembranen und kénnen aus diesen
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Phospholipidklassen a) Phosphoglyceride
und b) Sphingophospholipide, wobei R; fiir beliebige Fettsaurereste und
X; fir die Kopfgruppe steht; c¢) Strukturformel des Cholins, welches die
Kopfgruppe in Lecithin ist.

extrahiert werden. Die genaue Zusammensetzung der Lecithine héngt von der ent-

sprechenden Quelle ab. Als Basis dienen zum Beispiel Sojabohnen oder Eiweifs [38].

2.2.2 Prinzip der Selbstassemblierung

Lipide sind nur zu einer bestimmten Konzentration in Wasser 16slich (&~ 1071° mol /1)
[39]. Oberhalb dieser kritischen Mizellbildungskonzentration bilden sie aufgrund von
hydrophoben Wechselwirkungen Aggregate, indem sich die lipophilen Schwénze zu-
sammen lagern, um die Wechselwirkung mit Wasser zu verringern. Andererseits sto-
fien sich die hydrophilen Kopfe aus sterischen und elektrostatischen Griinden von-
einander ab. Daraus resultiert eine optimale Oberfliche A, die von den Kopfgruppen
beansprucht wird. Welche dreidimensionale Struktur gebildet wird, hangt vom kriti-

schen Packungsparameter P ab:
v

pP-
Al

(2.1)

wobei V' das Volumen und [ die Lange des Lipids ist [40].
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Daraus konnen Riickschliisse auf die Form des gebildeten Aggregates gezogen werden,
indem ein Zusammenhang zwischen dem Packungsparameter P und der mittleren

Kriimmung H sowie der Gaufsschen Kriimmung K gezogen wird (Siehe Abbildung

[2841]:

2

Vv Kl
P=—=1+Hl+— 2.2
oy + Hl + 3 (2.2)

1
 RiR,

1 /1 1
H=-(—+ —
2<R1+R2>

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des Packungsparameters P und der mittleren
Kriimmung H sowie Gaufsschen Kriimmung K. Angepasst mit Erlaubnis
von Wiley-VCH nach |28].

K

Die gebildeten Strukturen reichen von der sphérischen Mizelle (P < 1/3), iiber die
flexible Doppelschicht, wie sie in Vesikeln zu finden sind (P = 1/2 — 1), bis hin zu
inversen Mizellen (P >1), nur um die Extrembeispiele zu nennen (siehe Abbildung
. Die annéhernd zylindrische Form der Lipide in Wasser fithrt dazu, dass sich
bevorzugt Strukturen mit geringem Kriimmungsradius bilden. Zwei Monolagen aus
Lipiden lagern sich zu einer Lipiddoppelschicht zusammen, wobei die hydrophoben
Bereiche in Kontakt sind. Die so entstandenen Vesikel oder lamellaren Phasen kon-
nen als zweidimensionales System mit einer Dicke von 4-5nm und einer lateralen

Ausdehnung im Mikrometerbereich angesehen werden 17,39

10
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung verschiedener, von Lipiden in Wasser gebildeten
Aggregaten. Angepasst mit Erlaubnis von Elsevier nach .

2.2.3 Blockcopolymere

Ein dhnliches Verhalten, wie das eben beschriebene, zeigen amphiphile Blockcopoly-

mere, eine Untergruppe von Polymeren. Ein Polymer ist ein grofes Molekiil, welches

11
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aus der Aneinanderreihung kleiner Wiederholungseinheiten, den so genannten Mono-
meren, besteht. Monomere werden durch kovalente Bindungen miteinander verbun-
den, um ein Makromolekiil zu bilden. Polymere werden hinsichtlich ihrer Architektur
klassifiziert. Die prominentesten Klassen sind lineare und verzweigte Polymere sowie

Dendrimere [42].

Polymere, die nur aus einer Sorte von Monomeren bestehen, nennt man Homopo-
lymere. Polymere aus mehreren verschiedenen Monomeren nennt man Copolymere.
Lineare Copolymere mit zwei unterschiedlichen Monomeren werden nach ihrer Zu-

sammensetzung klassifiziert, welche in Abbildung [2.6) dargestellt sind.

QIPIIPIIIPIIPIIPOIOVIOIAIIQ  AB-Diblock

QIO reA-
QOOOAOOVOOIIIIIIIIIIIPVOVIAQO  BAB-

Triblock

000V 0IIIVVVIIRVVIIIPVIIID  alternierende Blocke
Q9239999039900 VIIIIIVIIIDD  verjiingte Biocke

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der verschiedenen linearen Copolymer-Klassen.
Angepasst mit Erlaubnis der Royal Society of Chemistry nach [43].

Von besonderem Interesse fiir diese Arbeit sind Diblock-Copolymere mit nicht misch-
baren Blocken (BCs). Im Bulk zeigen BCs Mikrophasenseparierung. Abhéngig von
der molekularen Zusammensetzung der BCs kénnen verschiedene Morphologien wie
Kugeln, Lamellen, hexagonal gepackte Zylinder, Gyroide und andere bikontinuierli-
che Strukturen erhalten werden. Welche Struktur gebildet wird, hdngt vom Grad der
Polymerisierung, dem Flory-Huggins-Wechselwirkungsparameter und dem Volumen-

anteil der einzelnen Blocke ab [43-45].

In Losungsmitteln besitzen BCs die Eigenschaft durch Selbstassemblierung die gan-

ze Bandbreite an Strukturen zu bilden, welche schon fiir Lipide in Abschnitt

12
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diskutiert wurden [27,/43,/46]. Exemplarisch sind einige Strukturen in Abbildung
dargestellt. Vesikel aus BCs nennt man Polymersome, welche erstmals von Eisenberg

und Zhang 1995 publiziert wurden [47] und Grundbestandteil dieser Arbeit sind.

Abbildung 2.7: Cryo-TEM-Aufnahme von BC-Aggregaten, die sowohl Polymersome, als
auch rodlike (schwarzer Pfeil) und sphérische Mizellen (grauer Pfeil) zei-
gen. Angepasst mit Erlaubnis der American Association for the Advan-
cement of Science nach .

2.3 Zellmodelle

Um grundlegende Eigenschaften von biologischen Membranen herausfinden zu kon-
nen, ist es sinnvoll eine vereinfachte Membran zu analysieren. Zu Beginn war die
Forschung vorwiegend darauf fokussiert, die physikalischen Eigenschaften zu erhal-
ten. Spater wurden einfache Membrane als biomimetisches Modellsystem angesehen,
indem biologisch aktive Spezies, wie zum Beispiel Proteine, in die Membran eingebaut
wurden . Die Modellsysteme konnen in Monolagen, planare Lipiddoppelschichten
und Vesikel (Liposome und Polymersome) klassifiziert werden. Aus jedem Modellsys-

tem konnen wichtige Informationen gewonnen werden. Jedes System hat Vor- und

13
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Nachteile, welche im Folgenden diskutiert werden [48].

2.3.1 Monolagen

Amphiphile, wie Phospholipide, bilden an der Luft-Wasser-Grenzflache einen mono-
molekularen Film, der auch Langmuir-Monolage genannt wird. Solch ein Film wird
erhalten, indem man die in einem fliichtigen Losungsmittel gelosten Lipide auf der
Wasseroberfliche in einer Filmwaage spreitet, und das Solvent verdampfen lasst.
Durch Verringerung der Oberfliche wird der Filmdruck erhoéht und das Verhalten
der Lipide kann abhéngig vom Druck analysiert werden. Mit dieser Methode kann
besonders gut die Einlagerung von Molekiilen in die Membran studiert werden. Al-

lerdings représentiert ein Monolayer die Natur nur geringfiigig [17-19].

2.3.2 Planare Lipiddoppelschichten

Adsorbierte Lipiddoppelschicht

Adsorbierte Lipiddoppelschichten kénnen durch eine Filmwaage oder spontane Ve-
sikelfusion auf anorganischen Substraten hergestellt werden. Dabei ist es moglich,
eine Vielzahl von Lipiden zu verwenden. Hauptvorteile sind die Stabilitat des Fil-
mes und die Méglichkeit, asymmetrische Filme herzustellen [20]. Diese Methode der
Filmherstellung ermoglicht es, die Filme anschliekend zu transferieren und analysie-
ren, zum Beispiel mittels Rasterkraftmikroskopie |22], Fluoreszenztechniken |21] oder
Streuexperimenten [49]. Der Nachteil ist, dass die Lipiddoppelschicht aufgrund der
Adsorption nicht flexibel ist.

14
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Poreniiberspannende Lipidmembran

Poreniiberspannende Lipidmembranen, besser bekannt als Black Lipid Membranes,
werden vor allem durch Uberstreichen der Lipidlosung iiber die Poren oder For-
men von gefalteten Bilayern hergestellt [23]24]. Die entstandene Lipiddoppelschicht
iiberspannt eine Pore, die zwei Wassergefifie verbindet. Im Vergleich zu den ersten
beiden Methoden entsteht hier eine freistehende Lipiddoppelschicht. Hierdurch kann
mit Leitfahigkeitsmessungen der Transport durch die Membran analysiert werden.

Die Stabilitiat dieser Membranen ist allerdings sehr gering [50].

2.3.3 Liposome/Polymersome

Es gibt eine Vielzahl an Moglichkeiten Vesikel herzustellen, wie z.B. die Elektro-
formation, mikrofluidische Methoden, die Bulk-Rehydrierung, die Rehydrierung von
vorbehandelten Substraten, der Losungsmittelwechsel und die Film-Rehydrierung.

Im Folgenden werden die drei wichtigsten Vertreter kurz dargestellt [29).

Angelova und Dimitrov waren die ersten, die Vesikel im Bereich von 5- 150 um durch
Elektroformation herstellten. Ein Lipidfilm wird auf ein leitfihiges Substrat aufgetra-
gen und getrocknet. Anschliefsend wird wéssriges Medium hinzugegeben und Wech-
selspannung angelegt. Die so entstandenen Vesikel haben jedoch eine breite Grofen-

verteilung [25,26].

Bei dem Losungsmittelwechsel wird das Amphiphil gelost und diese Losung lang-
sam in Wasser getropft, wodurch der hydrophobe Teil des Amphiphils ausfallt und
Vesikel gebildet werden. Das Losungsmittel kann durch Dialyse oder Verdampfen
entfernt werden, wobei jedoch immer Spuren des Losungsmittels zuriickbleiben, was

der Hauptnachteil dieser Methode ist [29-31].
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Bei der Film-Rehydration wird durch Losungsmittelverdampfen ein Polymerfilm her-
gestellt, zu dem nach Trocknen Wasser gegeben wird [31]. Durch Riihren l6sen sich
kleine Stiicke des Polymerfilms, wobei sich planare, scheibchenférmige Lipiddoppel-
schichten bilden, an deren Kante hydrophile Ketten dem Wasser exponiert sind. Die

Energie einer solchen Scheibe ist:
Escheive = 47TRVA (23)

wobei Ry der Radius der Scheibe und A die Kantenspannung ist. Um die energe-
tisch ungiinstige Situation an den Kanten zu verhindern, kann sich die Scheibe zu
einer sphérischen Struktur zusammenlagern, die Vesikel genannt wird. Eine schema-
tische Darstellung dieses Prozesses ist in Abbildung dargestellt. Hierbei muss die
Biegeenergie:

Ebiege = 471'(2/{3 + lig) (24)

iiberwunden werden, wobei kg die Biegesteifheit und x¢g die Gaufische Biegesteifheit
ist. Beide Grofien sind Materialkonstanten. Ob eine Scheibe oder ein Vesikel vorliegt,
héngt vom Radius der Scheibe ab. Fiir kleine Ry ist die Scheibe stabiler. Ist der
Radius der Scheibe grofser als der kritische Radius:

_ 2KB + kg

k
= 2.

ist die sphérische Form favorisiert [33].

Simulationen zeigen ein anderes mogliches Szenario auf, in dem Vesikel nicht durch
Schlieffen einer planaren Doppelschicht entstehen, sondern sich aus Mizellen heraus
entwickeln, welche wachsen und die Morphologie éndern. Fiir beide Theorien konn-
ten experimentelle Beweise gefunden werden, woraus zu folgern ist, dass die Vesi-
kelbildung ein hochst komplexer Prozess ist, der noch lange nicht ganz verstanden

ist [29./51152].
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der Vesikelbildung. Angepasst mit Erlaubnis
von Wiley-VCH nach .

Bei allen beschriebenen Methoden kénnen sowohl unilamellare, als auch multilamel-
lare Vesikel entstehen. Erstgenannte werden abhéngig von ihrer Grofse in drei Klassen
unterteilt: kleine unilamellare Vesikel (small unilamellar vesicles, SUVs; 20-100 nm),
grofe unilamellare Vesikel (large unilamellar vesicles, LUVs; 100- 500 nm) und riesi-
ge unilamellare Vesikel (giant unilamellar vesicles, GUVs; 0.5- 100 pwm) ,. An-
wendung finden Vesikel als Wirkstofftransport-Systeme , Mikroreakto-

ren [29/58-60] oder, wie schon erwéihnt, als minimale Zellmodelle [29,/61}/62].

Es gibt mehrere Griinde dafiir, Vesikel als minimale Zellmodelle anzusehen [25]:

(1) Die Zellwand und die Membran der Vesikel sind von Art und Aufbau vergleich-
bar [61];

(2) Die Herstellung von Vesikeln in definierten Grofen ist gut erforscht [63-68];

(3) Wie nattirliche Zellen kénnen sich auch Vesikel verformen und ein Verknospen

sowie Abschniiren zeigen [69-72).

Des Weiteren kénnen vor allem in Liposomen eine Vielzahl an natirlichen Reak-

tionen durchgefiihrt werden, zum Beispiel eine enzymatische Synthese von Nuklein-
sduren ,, Protein-Expression oder eine autokatalytische Synthese von
Zucker [77].
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Es stellt sich nun die Frage, was die Unterschiede zwischen Polymersomen und Li-
posomen sind, abgesehen von ihren molekularen Bausteinen. Eine Ubersicht dazu
gibt Abbildung [2.9] in der Eigenschaften wie Fluiditét, Stabilitdt und Permeabilitit
in Abhéngigkeit der molaren Masse der Amphiphilen dargestellt sind. Zusammenfas-
send kann gesagt werden, dass Polymersome im Vergleich zu Liposomen stabiler, aber

im Allgemeinen auch steifer sind und eine geringere Permeabilitéit zeigen [27,28,32].

Fluiditat

Stabilitat

Permeabilitat

I I I — MW
102 103 10* 10° Dalton

Liposome
Polymersome

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung von Fluiditat und Stabilitdat gegen die molare
Masse der Amphiphile. Liposome werden normalerweise aus Amphiphi-
len mit M, <1kDa hergestellt. Polymersome kénnen auch aus groferen
Amphiphilen bestehen; dadurch gewinnen sie an Stabilitét, aber verlieren
an Fluiditdt. Angepasst mit Erlaubnis der American Association for the
Advancement of Science nach [27].

2.3.4 Physikalische Eigenschaften von Membranen

Die mechanischen Eigenschaften einer Membran konnen durch die drei Grofien Druck-

festigkeit K 4, Biegesteifheit kg und Kantenspannung A charakterisiert werden.
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In erster Naherung kann die Membran als flache Platte der Dicke d angesehen werden.

Die Druckfestigkeit kann durch:

dKy

Kj=——1Y
AT 4)9+ Ky /3

(2.6)

beschrieben werden, wobei Ky die Volumenkompressionen und p die Schubmodu-
le in allen drei Dimensionen sind. Da Ky und p Bulk-Eigenschaften sind, ist K4
somit linear proportional zur Dicke d der Platte. Bei dieser Ndaherung wird jedoch
vernachléassigt, dass sich die Molekiile einer Membran durch den ausgeiibten Druck
umlagern konnen. Unter Beriicksichtigung dessen ergibt sich die Druckfestigkeit einer

Monolage bzw. einer Lipiddoppelschicht (LDS) zu:
Kiow =2y Ky =4y (2.7)

wobei v die Oberflachenspannung ist. Experimentell kénnen fiir die Oberflachenspan-
nung Werte von 0,02-0,05J/m? fiir Monolagen und 0,08-0,2J/m? fiir Lipiddoppel-
schichten gefunden werden, welche unabhéngig von der Dicke der Lipiddoppelschicht
sind [33},78].

Zum Verformen einer Membran (siehe Abbildung muss Energie aufgewendet
werden. Dabei wird die eine Seite zusammengedriickt, wihrend die andere Seite ge-
streckt wird. Diese Energie steigt, bezogen auf eine Oberflicheneinheit, mit der Kriim-
mung der Membran an. Die Energiedichte F héngt von der quadratischen mittleren

Kriimmung (1/R; 4+ 1/R3)? und der Gaufschen Kriimmung (1/R;Ry) ab:

KB 1 1\? Ka
F = i _— 2.8
2 (R1 + R2> + R Ry (28)
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Die Druckfestigkeit K4 und die Biegesteifheit kg hidngen tiber:

kip = Kad?/a (2.9)

zusammen, wobei a eine numerische Konstante ist, welche vom System abhéngt (z.B.
a = 12 fiir eine Kugel) [33]. Experimentell werden diese physikalischen Grofen vor
allem durch Micropipettenaspiration oder Rasterkraftmikroskopie be-
stimmt. Eine Ubersicht ist in Tabelle dargestellt.

Oehnung

Kompression

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der Kompression und Streckung einer Mem-
bran bei deren Deformierung. Angepasst mit Erlaubnis der Cambridge

University Press nach .

Tabelle 2.1: Physikalische Eigenschaften einiger Lipid- und Zellmembran \\

Probe Ku /J/m?  Quelle k; /1071 Quelle
DMPC  0,140-0,150 [8586]  0.46-1.30 /87,88
DOPC  0.237 85 0,85 35

Egg PC 0,14-0,17  [89,90 0,4-2 91193
Erythrozyten 0,45 9=4,§ 0,13-9 M,?

2.4 Transmembraner Transport

Der transmembrane Transport von Nanopartikeln ist ein zentrales Thema dieser Ar-

beit. Um die Ergebnisse verstehen und interpretieren zu kénnen, wird zunéchst der
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Aufnahmeprozess in biologischen Zellen kurz dargestellt und dann theoretisch und

experimentell auf die Aufnahme von Nanopartikeln in Zellemodelle eingegangen.

2.4.1 Transportprozesse in der Biologie

Wie in Abschnitt dargestellt, wird das Zellinnere von der duferen Umgebung
durch eine Plasmamembran abgetrennt, welche aus vielen verschiedenen Lipiden be-
steht. Proteine, die fiir die unerlédsslichen funktionellen Eigenschaften der Biomem-
bran zusténdig sind, sind in die Zellwand eingebettet oder auf ihr verankert [8]. Eine
dieser Eigenschaften ist die Beférderung von Ionen, Molekiilen und Partikeln durch
die Membran. Kleine Molekiile wie Aminosduren, Zucker oder Ionen kénnen durch
(Protein-)Pumpen oder (Ionen-)Kanéle in das Innere der Zelle transportiert werden.
Grofsere Molekiile oder Partikel konnen durch Vesikelbildung aufgenommen werden.

Dieser Prozess wird als Endozytose bezeichnet und in verschiedene Unterkategorien

unterteilt, die im Folgenden beschrieben werden (siche Abbildung [2.11]) [98]:

e Phagozytose ist die Internalisierung von grofen Molekiilen, indem die Mem-
bran ein Teilchen einhiillt. An diesem Prozess sind mehr als 140 Proteine be-
teiligt, wodurch die Phagozytose ein sehr komplexer und noch nicht ganz ver-

standener Mechanismus ist [10].

e Pinozytose ist die Aufnahme von kleinen Teilchen, Fliissigkeiten und gel6sten

Stoffen. Sie kann in vier Mechanismen unterteilt werden:

— Makropinozytose beschreibt das stimulierte Auffalten der Membran, die
dann iiber Partikel (>1um) zusammenfillt, mit der Zellmembran ver-

schmilzt und so einschlielende Vesikel bildet.

— Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist der am besten verstandene
Mechanismus und gilt fiir Teilchen mit ~120 nm Durchmesser. Die Auf-
nahme erfolgt hierbei in fiinf Schritten. Auf eine detaillierte Beschreibung

wird hier verzichtet [9].
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— Caveolae-vermittelte Endozytose: Eine Caveolae ist eine sackformige
Einbuchtung der Plasmamembran. Befinden sich Teilchen (~60nm) in der

Caveolae, wird die Vesikelbildung durch eine Signalkaskade ausgelost.

— Die Clathrin- und Caveolae-unabhingige Endozytose basiert auf
sogenannten Rafts, was kleine Strukturen in der Membran sind, die sich frei
auf der Oberfliche bewegen. Es wird angenommen, dass die Vesikelbildung

vom Cargo (~90nm) selbst abhéngt [98].

Forschergruppen haben festgestellt, dass Nanopartikel trotz Blockierens von endozy-
tisch relevanten Proteinen in die Zelle aufgenommen werden. Theoretische Grundla-

gen werden nicht gegeben und der zugrunde liegende Mechanismus ist nicht aufge-

klart [15,[16].
Finozytose
Macropinozytose
[=1pm) : f . :
. Clathrin- Caveolin- Caveolin- und Clathrin
Phagozytose @ O P mediierte mediierte unabhangige
(partikelabhanagig) ™ ) Endozytose Endozytose Endozytose
{~120 nm) (~60 nm) {80 nm)
o
]
® o) ©

@ & O O

Abbildung 2.11: Verschiedene Aufnahmemechanismen in die Zelle. Die endozytischen
Aufnahmewege unterscheiden sich im Bezug auf das endozytische Ve-
sikel, die Natur des Cargos (Liganden, Rezeptoren und Lipide) und den
Mechanismus der Vesikelbildung. Angepasst mit Erlaubnis der Nature
Publishing Group nach [98§].

2.4.2 Interaktion von Nanopartikeln mit Erythrozyten

Wie in Abschnitt erwahnt, sind Erythrozyten eine der einfachsten menschlichen
Zellen und besitzen keinerlei Proteine, die endozytotische Aufnahme erméglichen.

Fiir Mediziner sind die Wechselwirkungen von Erythrozyten mit Nanopartikeln von
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grofem Interesse, da Nanopartikel als potentielle Wirkstofftransport-Systeme gese-
hen werden und auch intravends verabreicht werden sollen. Deshalb existieren viele
Studien, die verschiedene Nanopartikel verwenden. Einige wichtige Beispiele werden

im folgenden Abschnitt dargestellt.

600 nm grofe, mesoporose Siliciumdioxid-Nanopartikel werden von RBCs aufgenom-
men (siehe Abbildung a)). Andere Grofen und Oberflichenmodifizierungen zei-
gen bestenfalls Anlagerung [37]. Kleine negativ geladene Hydroxylapatit-Nanopartikel
(HAP-NPs) bzw. mit Heparin modifizierte HAP-NPs (10-20nm) zeigen eine Verfor-
mung der Zellmembran (siehe Abbildung b)), grofsere HAP-NPs (150 - 300 nm)
keinerlei Interaktion [99]. Polysytrol-Nanopartikel (PS-NPs) verschiedener Grofen
(100- 1000 nm) mit unterschiedlichen Oberflichenmodifizierungen (Carboxyl-, Amin-
, Aldehy-, Polyethylenimin-modifizierung) sind mit den Erythrozyten verkniipft und
zeigen unterschiedlich lange Umlaufzeiten im Blut. Es wird jedoch keine Aussage dar-
tiber getroffen, ob die Partikel aufgenommen wurden oder an den Zellen haften |100].
Dem widersprechend zeigen andere Publikationen, dass Polysytrol-Nanopartikel bis
zu 200 nm von RBCs aufgenommen werden, 1000 nm Partikel jedoch keinerlei Inter-
aktion zeigen |101]. Weitere Publikationen beschéftigen sich mit sehr kleinen Nano-
partikeln (1-20nm), welche die Membran durchdringen [102], Poren schlagen [103]

oder das Zytoskelett umordnen oder sogar zerstéren 7).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich viele Forschungsgruppen mit der
Interaktion von Nanopartikeln mit Erythrozyten beschéftigen, durch unterschiedliche

Herangehensweisen jedoch teils widerspriichliche Ergebnisse erhalten.
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a)

Abbildung 2.12: a) Aufnahme eines mesoporosen, unmodifizierten 600 nm Siliciumdioxid-
Nanopartikels in eine RBC. Angepasst mit Erlaubnis der Ameri-
can Chemical Society nach . b) Verformung der Membran durch
10-20nm Hydroxylapatit Nanopartikel ((-Potential -7,3 respektive -
50 mV). Angepasst mit Erlaubnis der American Chemical Society nach

2.4.3 Transmembraner Transport in Modellsystemen

Theoretisch

Es ist von groffer Bedeutung den Aufnahmemechanismus von Nanopartikeln in Zel-
len zu verstehen, weshalb das komplexe System Zellmembran auf einfache Vesikel
reduziert wurde. Deserno et al. beschreiben theoretisch die Wechselwir-
kung zwischen einem kleinen kolloidalen Teilchen und einem unilamellaren Vesikel,
welches eine fliefsenden Membran besaf. Bei der einfachen Variationsrechnung wurde
nur Adhésion zwischen Membran und Teilchen sowie die Dehn- und die Biegeenergi-

en beriicksichtigt (sieche Abbildung [2.13h)).

Es ergeben sich drei Zustdande, wobei die Partikel ungebunden, teilweise eingewickelt
oder aufgenommen sind. Im Falle einer Aufnahme muss das Teilchen komplett um-

hiillt sein, was von dem Verhéltnis der Radien und der Oberflaichenspannung abhéngt.
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b) 20

10

Ro x v/C/A

0.5

0.2

0.1 1 1

Abbildung 2.13: a) Ein Teilchen des Durchmessers a interagiert mit der Membran eines
Vesikels mit dem Durchmesser R und dringt in diese ein, was durch die
Eindringtiefe z definiert wird. Die Formung der Membran kann dann
durch eine runde Kontaktlinie mit dem Radius p beschrieben werden.
Wo der Kreis mit dem Radius p liegt, wird durch die Parameter 5 und §
bestimmt. Die gestrichelte Linie spiegelt die Form der Vesikelmembran
wieder, wenn der Partikel noch nicht in das Vesikel penetriert ist ;
b) Phasendiagramm der drei Zustédnde ungebunden (weif), teilweise ein-
gewickelt (hellgrau) und aufgenommen (dunkelgrau). Angepasst mit Er-
laubnis der American Chemical Society nach .

Ein schematisches Phasendiagramm der drei Zusténde ist in Abbildung b) dar-
gestellt. Hierbei ist Ro\/C/\ gegen a/\ aufgetragen, die wie folgt zusammenhéngen:

(a/A)
V2 — 4.603a/\?

Dabei ist a der Radius des Teilchens, Ry der Radius des Vesikels, ¢ das Verhaltnis der

Ro/C/\ = (2.10)

beiden Materialkonstanten k.4 (Adhédsionskonstante) zu ky., (Oberflichenexpansion)
und A = y/k./kqq ein Langenmafstab mit k. als Biegesteifheit. Der Verlauf der
Internalisierung ist in Abbildung a) veranschaulicht.

Aus den theoretischen Betrachtungen ergibt sich fiir gegebene physikalische Parame-

ter ein optimales Radienverhéltnis von Partikel zu Vesikel von 1:6.
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Abbildung 2.14: Schamatischer Verlauf von Adhésion und Umbhiillen eines Nanopartikels
fiir die zwei theoretischen Modelle nach a) Deserno [104] und b) Balazs

[107]. Angepasst mit Erlaubnis der American Chemical Society bzw. der
ATP Publishing LCC.

In einem anderen theoretischen Ansatz werden die Wechselwirkungen zwischen einem
Nanopartikel und einer Doppelschicht mittels dissipativer Partikel-Dynamik (DPD)
betrachtet. DPD erfasst die zeitliche Entwicklung eines Mehrkomponentensystems
durch numerische Integration der Newton’schen Bewegungsgleichung. Die Képfe und
Ketten der imagindren Molekiile werden zu sogenannten Betten zusammengefasst,
wodurch fiir eine Doppelschicht drei Betten entstehen. Die Kréfte, die auf ein Bett
wirken, sind konservative, Zug- und Zufallskréfte. Das Ergebnis dieser Berechnungen
ist, dass das Teilchen eingewickelt wird und sich ein Vesikel bildet, dieses jedoch in

der Membran verankert bleibt (siehe Abbildung b)) [107].

Weitere theoretische Ansétze fithren Monte Carlo-Simulationen von geladenen Nano-
partikeln und fluiden Vesikeln durch oder analysieren die passive (nicht endo-
zytotische) Aufnahme von Liganden-besetzten Partikeln in Vesikel mit molekiildyna-
mischen Simulationen . Letztgenannte Publikation beriicksichtigt auch anisotro-
pe Partikel (Nanostdabchen) und konnte auch hier eine Aufnahme simulieren. Zum sel-
bigen Ergebnis kommen andere Gruppen iiber Coarse-grained-Molekiildynamik ,
Monte Carlo-Simulationen oder disspiative Molekiildynamik . Neben dem
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2.4. TRANSMEMBRANER TRANSPORT

Unterschied in der Simulationsmethode werden auch unterschiedliche Aufnahmewege
der Nanostabchen in die Vesikel proklamiert. Yang et al. simulieren unabhéngig von

der Orientierung eine Aufnahme der Nanostabchen (siehe Abbildung [2.15) [112].

a)

Or 400r 520r

Or 220r 320~ 4207

Abbildung 2.15: Schematische Darstellung des Simulationsverlaufs fiir vertikal und hori-
zontal andockende Nanostédbchen. Angepasst mit Erlaubnis von CSIRO
PUBLISHING nach [112].

Dem entgegen postuliert Huang et al., dass die Nanorods vertikal an das Vesikel

andocken und dann iiber einen Hinlegen-und-Aufrichten-Mechanismus internalisiert

werden (siehe Abbildung [2.16]) [110].

Experimentelle Aufnahme von Nanopartikeln in Zellmodelle

Schon bevor Deserno et al. sich der theoretischen Aufnahme von Nanopartikeln in

Vesikel annahmen, wurden von Dietrich et al. theoretisch und praktisch die Adhésion
von Latex-Mikropartikeln an GUVs analysiert [113]|. Hierbei wurden GUVs (Radius
10-26 um) mit einer Laserfalle fixiert und das Verhalten von Latex-Partikeln (Radi-
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Abbildung 2.16: Schematische Darstellung des Simulationsverlaufes fiir die Aufnahme
von Nanorods in Vesikel. Angepasst mit Erlaubnis der American Che-

mical Society nach [110].

us 6,85-9,00 um) beobachtet. Die Partikel wurden fast komplett von der Membran

ummantelt, eine Aufnahme konnte jedoch nicht gezeigt werden.

Etwa zehn Jahre spiter fand dieses Thema wieder experimentelle Beachtung und

einige Gruppen fiihrten Experimente mit GUVs durch.

Liu et al. untersuchten das Verhalten von Poly(N-isopropylacrylamid)-Mikrogelen
(Durchmesser 2 um) mit DPPC-GUVs (Durchmesser 10-30 wm). Dabei zeigten Mi-
krogele unterhalb der kritischen Losungstemperatur (LCST) keine Interaktionen mit
den GUVs, was auf die elektrostatische Abstofung zuriickgefithrt wurde. Lipogele,
die durch Zugabe von Lipiden auf Mikrogele entstanden, adsorbierten dementgegen
auf den GUVs und wurden oberhalb der LCST sogar in der Lipidmembran verankert.
Hier wurden die elektrostatischen Wechselwirkungen durch die Lipidschicht weniger
(unterhalb der LCST) oder mehr (oberhalb der LCST) abgeschirmt. Eine schemati-
sche Darstellung ist in Abbildung zu sehen [114].

Forscher um Beales untersuchten den Einfluss der Grofe auf die Interaktion von
Siliciumdioxid-Partikeln (18, 78 und 182nm Durchmesser) mit DOPC-GUVs. Die
18 nm groften Partikel adsorbierten an der GUV-Membran, wodurch die vorher fluide

Membran rigide wurde. Die grofteren Partikel wurden von der Membran umbhiillt, was
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Abbildung 2.17: Steuerung der Interaktion von Poly(N-isopropylacrylamid)-Mikrogelen,
indem die Wechselwirkungen zwischen GUVs und Partikel durch Lipid-
zugabe und Temperaturdnderung eingestellt werden. Angepasst mit Er-
laubnis der American Chemical Society nach [114].

teilweise zum Kollaps des GUVs fiihrte (siehe Abbildung[2.18]) [115]. Der Prozess des
Einwickelns von Partikeln wurde ebenfalls von Tahata et al. beobachtet, welche die

Aufnahme von oberflaichenmodifizierten Nanocontainern in GUVs untersuchten [116].

Einfrieren der Lipide, induziert durch kleine SiO, Einwickeln durch Lipide, induziert durch groBe SiO,

DOPC GUV

Abbildung 2.18: Gréfenabhéngiger Einfluss auf das Verhalten der Membran in Anwe-
senheit von Siliciumdioxid-Nanopartikeln. Angepasst mit Erlaubnis der
American Chemical Society nach [115].

Andere Gruppen studierten die Interaktionen zwischen kleineren Partikeln und Ve-
sikeln oder planaren Membranen. Auf adsorbierte Siliciumdioxid-Partikel wird eine

DPMC-Lipidmembran gelegt. Rasterkraftmikroskopie zeigte, dass Partikel kleiner
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als 22nm die Membran zerstérten und Poren bildeten, wahrend Partikel grofer als

22nm von der Membran umhiillt wurden (siehe Abbildung [2.19) [103].

a)

Abbildung 2.19: Interaktionen von Siliciumdioxid-Partikeln mit dariiber gelegten DMPC-
Membranen zeigen, dass a) kleine Partikel Poren bilden und b) grofere
Partikel von der Membran umbhiillt werden. Angepasst mit Erlaubnis der

American Chemical Society nach [103].

Weitere Publikationen zeigten, dass Amidin-funktionalisierte Polystyrol-Nanopartikel
(20 nm Durchmesser) Poren in die Membran von GUVs (DPPC, DOPC, Cholesterol
1:1:1) schlugen [70]. Andere Experimentatoren mischten DOPC-GUVs mit unter-
schiedlich funktionalisierten Gold- bzw. Titanoxid-Nanopartikeln (10 nm Durchmes-

ser) und fithrten die beobachtete Porenformation auf elektrostatische Wechselwirkun-

gen zuriick [117].

Jaskiewicz et al. fiihrten Polymersome als minimales Zellmodell zur Aufnahme von
Nanopartikeln ein. Dabei wurden Polymersome aus dem Blockcopolymer PDMS-b-
PMOXA hergestellt und charakterisiert [81]. Durch eine Kombination verschiedener
Methoden (PCS, FCS und Cryo-TEM) wurde die Aufnahme von Polystyrol (32 nm
Durchmesser) und Siliciumdioxid-Nanopartikeln (28 nm Durchmesser) in Polymerso-

me mit einem Radius von 224 nm gezeigt [118§].

Des weiteren wurde gezeigt, dass grofse Siliciumdioxid-NPs (50 nm Durchmesser) ein-

zeln aufgenommen wurden und sich kleine Siliciumdioxid-NPs (28 nm Durchmesser)
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Abbildung 2.20: Cryo-TEM-Abbildung von Nanopartikelaufnahme (Polystyrol- (a,b) und
Siliciumdioxid-NP (c)) in Polymersome und d) schematische Darstellung
der NP-Aufnahme. Angepasst mit Erlaubnis von Wiley-VHC nach [118].

zusammen lagerten, bis sie eine definierte Grofse erreicht hatten und dann als Gruppe
aufgenommen wurden (sie Abbildung [2.21)). Auferdem ist die Aufnahme von Nano-
partikeln in Polymersome konzentrationsabhéngig [119].

In der entsprechenden Dissertation werden folgende offene Fragen présentiert :
e Welchen Einfluss hat das Variieren der Membrandicke?

e Konnen Membranproteine in die Polymersome eingelagert werden? Dies wiirde
das System der realen Membran naher bringen. Der Einfluss der Proteine auf

die Dynamik und deren mechanisches Verhalten ist von grofem Interesse.

e Konnen durch Modifizieren der Polymersom-Oberfliche weitere Informationen

iber den Aufnahmemechanismus erhalten werden?

e Konnen die Polymersome so vergréfert werden, dass sie realen Zellen naher

kommen und der Einfluss der Kriimmung analysiert werden kann?

e Welchen Einfluss hat die Partikelform auf die Aufnahme in Polymersome?
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Abbildung 2.21: Cryo-TEM-Abbildung und schematische Darstellung der Nano-
partikelaufnahme von Siliciumdioxid-NPs a) in Gruppen (fir
28nm  Durchmesser) und b) einzeln (fir 50nm Durchmesser).
Angepasst mit Erlaubnis der American Chemical Society nach .

In der vorliegenden Arbeit wurden einige dieser Fragestellungen behandelt.
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Methoden und Materialien

3.1 Methoden

Im folgenden Abschnitt werden alle verwendeten Methoden kurz theoretisch darge-
stellt. Nach einem einfithrenden Abschnitt, der sich mit Mikroskopie im allgemeinen
beschéftigt, wird auf Konfokal-, Transmissionselektronen- und Rasterkraftmikrosko-

pie eingegangen und mit Photokorrelationsspektroskopie abgeschlossen.

Der kleinste Abstand d,,;,, der mit einem Lichtmikroskop aufgelost werden kann,

ist nach dem Raylight-Kriterium:

P 0,61 0,61\
e N A, "~ nrsina

(3.1)

wobei A die Wellenlénge des verwendeten Lichts, N A, die nummerische Apparatur
des Objektivs, n; der Brechungsindex des Immersionsmediums und o« der halbe Off-
nungswinkel des Objektivs ist. Mit einem normalen Lichtmikroskop kann somit eine

Auflésung von einigen 100 nm erhalten werden [120)].

Es existiert jedoch eine Vielzahl an Mikroskopiearten, welche dem normalen Lichtmi-

kroskop hinsichtlich Auflésung und Informationsgehalt iiberlegen sind. Zwei Beispiele

33



KAPITEL 3. METHODEN UND MATERIALIEN

sind die Konfokalmikroskopie und die Transmissionselektronenmikroskopie, welche in

dieser Arbeit Anwendung fanden.

3.1.1 Konfokale Laser-Rastermikroskopie

Die Erfindung der konfokalen Laser-Rastermikroskopie (Confocal Laser Scanning Mi-
croscopy, CLSM) geht auf ein Patent von Marvin Minsky 1957 zuriick. Es dauerte
jedoch drei Jahrzehnte, bis die CLSM in den spéaten 80er Jahren zu einer Standardme-
thode wurde. Der Aufbau ist in Abbildung [3.1] dargestellt. Ein Laser trifft auf einen
dichromatischen Spiegel und wird auf die fluoreszenzmarkierte Probe fokussiert. Das
fluoreszierende Licht passiert den dichromatischen Spiegel und wird von einem Photo-
multiplier detektiert. Durch Bewegung des dichromatischen Spiegels kann die Probe
in z-Richtung abgescannt werden. Am Computer kénnen die einzeln abgebildeten

Ebenen zu einem 3D-Bild zusammengefiigt werden.

Detektor
(Photomuliplier)
Detektor Pinhole

Beleuchtungs
Pinhole

*&

dichromatischer
* Spiegel

Objektiv

Fokusebene ——— Objekt

Fluoreszenzlicht aus
der Fokusebense

—————— Qut of Focus - Lich

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Strahlengangs eines konfokalen Laser-
Rastermikroskops [121].
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Die laterale Auflésung d,,;, wurde weiter oben in Formel schon eingefiihrt, die

axiale Auflosung ist definiert als:

2)\nM
: (N Aoy )? (3.2)

wobei njy; der Brechungsindex des analysierten Mediums ist. Es kann eine axiale

Auflésung unter einem Mikrometer erreicht werden [122].

3.1.2 Transmissionselektronenmikroskopie

In den 30er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde von Ruska und Knoll das erste
Transmissionselektronenmikroskop gebaut. Bei dieser Art von Mikroskopen werden
Elektronen auf eine Probe geschossen und das Streubild analysiert. Die De-Broglie-
Gleichung liefert die theoretische Auflésung:

1,22
dminTEM = e (3.3)

wobei E' die Energie der Elektronen in eV ist. Fiir Elektronen mit 100keV erhélt
man eine Auflésung von ca. 4 pm. Die Auflésung in der modernen Transmissions-
elektronenmikroskopie (TEM) betriigt 0,5 A. Somit ist man noch weit vom perfekten
Transmissionselektronenmikroskop entfernt. Trotzdem ist die TEM die Methode der

Wahl, wenn es darum geht Proben hochauflésend zu analysieren.
Aufbau und Funktionsweise eines Transmissionselektronenmikroskops

Der Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops ist analog zu dem eines nor-
malen Lichtmikroskops, bestehend aus Lichtquelle, Linsensystem, Probe und Detek-
tor. In der TEM werden Elektronen von einer Quelle (Wolframdraht, LaBg-Kristall
oder Feldemissionskathode) emittiert, im Hochvakuum mit einer Spannung von bis

zu 400 keV beschleunigt und durch ein Linsensystem, bestehend aus elektromagne-
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tischen Spulen, auf die Probe fokussiert. Die von der Probe gestreuten Elektronen
werden wiederum mit elektromagnetischen Linsen in die Bildebene fokussiert und

mit einer CCD-Kamera aufgenommen (siehe Abbildung (3.2)).

Elektronen

1}

P — Probe

Linse

Bildebene

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Strahlengangs eines Transmissionselektro-
nenmikroskops. Angepasst mit Erlaubnis von Springer US nach [120].

Ein Hauptproblem der TEM ist der Schaden, der von den Elektronen an der Pro-
be verursacht wird. Wenn Elektronen auf die Probe treffen, konnen diese entweder
transmittieren, elastisch oder unelastisch gestreut werden. Dabei ist der kritische
Punkt die unelastische Streuung, da hierbei die Energie der Elektronen auf die Pro-
be libertragen wird, was dazu fiihren kann, dass die Probe beschéidigt wird, indem
zum Beispiel Bindungen aufgebrochen werden. Um diesen Effekt zu minimieren, kann
entweder mit geringerer Elektronendosis oder bei croyogenen Temperaturen gearbei-
tet werden. Letzteres hat den Vorteil, dass bei hoheren Elektronendosen gearbeitet

werden kann, wodurch ein besseres Signal-Rausch-Verhéltnis erhalten wird [123]/124].
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Cryo-TEM

Proben, die mit der TEM analysiert werden sollen, miissen im Hochvakuum sta-
bil sein, was bei vielen biologischen Proben nicht gegeben ist. 1974 veroffentlichten
Taylor und Glaeser Experimente zur Elektronenbeugung an gefrorenen Proteinkris-
tallen [125]. Dies kann als Grundlage der Cryo-TEM gesehen werden. Die Idee ist
es, eine Probe durch Einfrieren zu fixieren, um diese dann bei cryogenen Temperatu-
ren (unter Kiihlen mit fliissigem Stickstoff) im Transmissionselektronenmikroskop zu
analysieren [123|. Hierbei wird heutzutage meist mit einem kommerziell erhéltlichen
Gerit, wie zum Beispiel dem Vitrobot (FEI), gearbeitet. In einer abgeschlossenen
Kammer wird ein Tropfen der zu analysierenden Losung auf ein Tragernetz aufge-
tragen und geblottet (Abziehen von Fliissigkeit durch ein Filterpapier). Dabei ist es
notwendig, bei hoher Luftfeuchtigkeit zu arbeiten, damit der durch das Blotten ent-
standene diinne Film nicht verdampft. Die Probe wird anschliefsend in fliissiges Ethan
getaucht, wodurch sie vitrifiziert und somit zugénglich fiir TEM-Messungen wird. Ein
weiterer Vorteil der Cryo-TEM ist es, Proben in ihrer natiirlichen Umgebung, zum

Beispiel in Losung, zu analysieren.

3.1.3 Rasterkraftmikroskopie

Die 1986 von Binnig, Quate und Gerber entwickelte Rasterkraftmikroskopie (englisch
Atomic Force Microscopy (AFM)) ist eine Klasse der Rastersondenmikroskopie. Es
gelang damit erstmals die Oberfldche einer nichtleitenden Probe abzubilden [126].
Heute ist die AFM eine Standardmethode zur Abbildung, Charakterisierung und
Modifizierung von Materialien im Nanometerbereich. Dabei sind heute den Versuchs-

bedingungen, wie Medium, Temperatur etc. kaum Grenzen gesetzt.
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Aufbau und Funktionsweise

Das Rasterkraftmikroskop besteht aus einem Federbalken (Cantilever) mit einer
scharfen Spitze, welche als Sonde zur Erfassung der Textur von Oberflichen dient.
Der Cantilever wird durch ein Piezo-Element zeilenweise tiber die Probe gefiihrt. Um
die vertikale Auslenkung des Cantilevers zu detektieren, wird der auf der Oberseite
des Cantilevers reflektierte Strahl eines Lasers mit einem Fotodetektor erfasst. Dabei

erfolgt aus der Signaldnderung die Héhendetektion (Abbildung |3.3)).

Detektor

Oberflache

Abbildung 3.3: Bei der Rasterkraftmikroskopie wird die Topologie einer Oberfliche durch
Detektieren der Krifte, die die Spitze beim zeilenweisen Abtasten erfahrt,
abgebildet. Der Tip ist an der Cantileverfeder befestigt, dessen Auslen-
kung AD,. durch Reflexion eines Lasers auf seiner Oberflache detektiert
wird. Angepasst mit Erlaubnis von Wiley-VCH nach [39].

Bildgebung
Es existieren verschiedene Modi, mit denen AFM-Abbildungen erstellt werden kon-

nen. Die wichtigsten sind die folgenden: contact-, non-contact- und tapping mode.

Der erstgenannte Modus, der contact mode, ist eine statische Methode, bei der die
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Auslenkung des Cantilevers direkt detektiert wird. Die anderen beiden Modi sind

dynamische Methoden. Hier wird der Cantilever nahe seiner Resonanzfrequenz:

1 ke
Jo= 27\ e (3.4)

angeregt, wobei mq die effektive Masse des Cantilevers ist. Die Bewegung kann mit
der nicht-linearen Differentialgleichung zweiter Ordnung fiir einen geddmpften har-

monischen Oszillator beschrieben werden:

2
m Wfo,é’ = Fis + Fy cos(wt) (3.5)

moZ + kez +

Fy und w sind die Amplitude und Kreisfrequenz der treibenden Kraft. ) ist der
Giitefaktor und F, die Kraft zwischen Spitze und Oberfliche. Sowohl Amplitude,
als auch Kreisfrequenz werden durch Fj, verdndert und kénnen daher als Regelgrofe

verwendet werden, um die Topografie abzubilden.

Kraft-Abstands-Kurven

Die Kraft F' zwischen der Probe und dem Cantilever verursacht eine Auslenkung

z welche in guter Ndherung mit dem Hook’schen Gesetzt beschrieben werden kann:
F=—k.z (3.6)

Hierbei ist k. die Federkonstante. Es existieren Krafte mit unterschiedlichen Abstands-
abhéngigkeiten. In Abwesenheit von externen Kréften sind die Van-der-Waals-Kraft,
Adhésion und Kapillarkréfte die bestimmenden Faktoren. Zusammengesetzt ergibt
sich ein Bereich mit attraktiven Wechselwirkungen und ein Bereich mit repulsiven

Wechselwirkungen (siche Abbildung [3.4)).

Neben dem Abbilden kénnen mit Rasterkraftmikroskopen auch Kraft-Abstands-Kurven
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Kraft

Abstand

Abbildung 3.4: Lennard-Jones-Potential, welches die verschiedenen Wechselwirkung-
sbereiche zweier sich nahernder Atome beschreibt.

(englisch force distance curve, FD-Kurven) aufgenommen werden, aus denen Grofen
wie Adhésion, Steifheit oder Dissipation gewonnen werden kénnen. Der Verlauf eines

solchen Experimentes ist in Abbildung dargestellt.

Quantitative Bildgebung

Eine neue Methode ist die quantitative Bildgebung (englisch quantitative imaging,
QI), bei der zugleich die Topographie einer Probe abgebildet und in jedem Messpunkt
eine Kraft-Abstands-Kurve aufgenommen wird. Hierbei wird die zu analysierende
Flédche in Pixel unterteilt. Der Cantilever wird, wie bei den FD-Messungen, aus defi-
nierter Entfernung an die Probe angendhert und eine FD-Kurve aufgenommen. Aus
dem zuriickgelegten Weg zwischen Ausgangszustand und Beriihren der Oberfliche
wird die Topographie erstellt. Da der Cantilever beim QI nicht iiber die Probe gezo-

gen wird, ist die mechanische Belastung der Probe verringert und eine Verschiebung
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Abbildung 3.5: a) Schematische Darstellung einer Detektorsignal-Piezoposition-Kurve.
Wenn der Cantilever weit von der Oberflache entfernt ist, ist keine Aus-
lenkung detektierbar (1). Wenn sich der Cantilever der Oberflache nihert,
wird dieser durch die wirkenden Kréfte ausgelenkt (2). Sobald die attrak-
tiven Wechselwirkungen grofer werden als die Federkonstante des Canti-
levers, springt die Spitze in Kontakt mit der Probe. Von da an bewegen
sich Spitze und Probe parallel. Die entstehende Gerade (3) entspricht der
constant compliance-Region. Beim Zuriickziehen haftet die Spitze norma-
lerweise an der Oberfliche und verursacht eine starke Auslenkung des
Cantilevers (4). Gegebenenfalls ist die Auslenkung grofer als die Adhéa-
sion und der Cantilever wird irgendwann von der Oberflache abreiffen
und in den Ausgangszustand zuriickkehren (5). b) Ist die entsprechende
Kraft-Abstands-Kurve, die nach Kalibrieren erhalten wird. ¢) Wird eine
FD-Analyse auf weichen Proben durchgefiihrt, wird eine Referenz-Kraft-
Abstandskurve auf hartem Untergrund genommen und diese normiert.
Die FD-Kurve auf der weichen Probe wird identisch kalibriert und es
entsteht die gezeigte Kurve, aus der Steifheit, Dissipation und Adhési-
on ausgelesen werden kénnen. Angepasst mit Erlaubnis von Wiley-VCH
nach [127].

leicht beweglicher Proben verhindert. Aus einer QI-Datei kann sowohl ein Gesamtbild
der Probe (Topographie), als auch lokale Eigenschaften (aus FD-Kurven) gewonnen

werden.

Colloidal Probe-Technik

Die Colloidal Probe-Technik wurde 1991 parallel von Ducker und Butt eingefiihrt.
Dabei wurde ein kolloidaler Siliciumdioxid-, bzw. Glas-Partikel auf das Ende eines
Cantilevers ohne Spitze geklebt. Der so modifizierte Cantilever wurde in der Raster-

kraftmikroskopie eingesetzt und zeigt folgende Vorteile [20,127-129]:
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e Die Kraft kann durch die definierte Form des Kolloids quantitativer analysiert

werden;

Die absolute Kraft ist hoher, wodurch die Messungen sensitiver werden;

e Durch Ankleben chemisch unterschiedlich modifizierter Partikel kann eine hohe

Bandbreite an Wechselwirkungen studiert werden;

Hydrodynamische Kraftmessungen werden moglich.

Die AFM zur Charakterisierung von Polymersomen

Ein Anwendungsgebiet der AFM ist die physikalische Charakterisierung von Proben.
So ist es auch moglich, die Steifheit, Elastizitédts- und Biegemodul einzelner Vesikel zu
bestimmen [81]. Adsorbierte Vesikel werden mittels quantitativer Bildgebung analy-
siert. Aus der QI-Datei wird die Kraft-Abstands-Kurve auf dem héchsten Punkt eines
Vesikels extrahiert und im Bereich der repulsiven Wechselwirkungen linear gefittet,
wodurch die Steiftheit der Membran e, erhalten wird (sieche Abbildung . Unter
Annahme von Punktlast, Verformung der Membran in der Gréfsenordnung der Mem-
brandicke h, h < R (R ist der Kriimmungsradius des Polymervesikels) und Erhaltung
des fliissigen Kerns kann die Diinnschichttheorie angenommen werden |1304131]. Der

Elastizitatsmodul F ergibt sich somit zu:

4 memh2
E— —fwem? (3.7)
R+\/3(1 — v?)
wobei h die Membrandicke und v das Poisson-Verhéltnis ist, welches auf 0,5 gesetzt

wird [130,{132]. R ist der Kriimmungsradius und ist definiert als:

~0,25W?% 4 H?

R
2H

(3.8)

wobei W die Breite und H die Hohe des gespreiteten Vesikels ist. Aus dem Elastizi-
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tatsmodul £ kann der Biegemodul Kpeng berechnet werden [83)130,(133]:

Eh?

Rbend =

3.1.4 Lichtstreuung

Lichtstreuung, auch Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) genannt, ist eine nicht
invasive Technik zur Charakterisierung von Partikeln, Makromolekiilen und deren
Aggregaten in Losung. Wenn Licht auf ein Streuzentrum trifft, wird ein oszillierender
Dipol (Hertzscher Dipol) induziert, welcher selbst Licht abstrahlt. Die Frequenzén-
derung, die winkelabhéngige Verteilung und die Intensitdt werden durch Groéfe und
Form des Streuzentrums sowie durch die molekularen Wechselwirkungen im Streu-

zentrum bestimmt |134H140].

Ein typischer Versuchsaufbau ist in Abbildung dargestellt. Dabei wird das Licht
eines Lasers durch einen Polarisator vertikal polarisiert, welches dann auf die Probe
trifft. Das gestreute Licht passiert den Analysator, der entweder in vertikaler (VV,
polarisierte PCS) oder horizontaler (VH, depolarisierte PCS) Position stehen kann.

Aus dem Experiment wird die normalisierte Lichtstreuintensitat (1(q,t)) Autokorre-

lationsfunktion:
(I(q,t)I(q))
G(g,t) = — 55 (3.10)
11(q)|?
iiber definierte Zeiten t bei verschiedenen Streuwellenvektoren:
q = (4mn/X)sin(0/2) (3.11)

gewonnen, wobei n der Brechungsindex der Losung und © der Streuwinkel ist. Aus
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temperierte
Kulvette

Polarisator
Laser
—+— N G

(Analysator)

Detektof.
(Photomultiplier)

Abbildung 3.6: Schematischer Aufbau eine Lichtstreuapparates [141].

der Autokorrelationsfunktion kann durch exponentiellen Fit die Abklingzeit I'(¢) ex-
trahiert werden. Sphérische, isotrope Partikel zeigen in VV ein Signal, in VH jedoch
nicht. Die Abklingzeit 'y lasst direkt auf die Diffusion der Partikel schliefsen. Ani-
sotrope Partikel zeigen sowohl in VV, als auch in VH ein Signal. Die Abklingzeit
['y y lasst Riickschliisse auf die Diffusion und die Rotation der Teilchen zu. Liegt ein
System mit nur einem Teilchen vor, kann monoexponentiell gefittet werden. Je grofser
das Teilchen ist, desto weiter ist die Abklingkurve nach rechts verschoben. Bei zwei

Teilchen muss biexponentiell gefittet werden, sofern beide Prozesse unterscheidbar

sind [142].

3.2 Materialien

In diesem Unterkapitel werden alle verwendeten Chemikalien und Partikel aufgelistet.

3.2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien mit den entsprechenden Abkiirzungen sind in Tabelle

dargestellt und wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet.
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Tabelle 3.1: Tabelle aller verwendeten Chemikalien und deren Abkiirzung, Strukturformel

und Hersteller.

Chemikalie Abkiirzung Strukturformel Hersteller
1,4-Diethylendiamin Piperazin CyHigN, Aldrich
2-Allyloxyethanol - CsH100, Sigma-Aldrich
2-Methyl-2-oxazoline MOXA CiH,NO Aldrich
3-Mercaptopropyl- - CesH160351S  Sigma-Aldrich
trimethoxysilan 95 %
11-Mercaptoundecanséure MUA C11Hy055 Sigma-Aldrich
Aktivkohle - Acros
Calciumhydrid - CaH?2 Fluka
CellMask™Deep Red Plas- - - liefetechnologies
ma membrane Stain
Cetyltrimethylammonium-  CTAB Ci9HpBrN  Sigma-Aldrich
bromid
Chloroform - CHCl3 Sigma-Aldrich
D-(+)-Glucose > 99,5 % - CsH 1205 Sigma-Aldrich
Dimethylchlorsilan - CyH,CLSq Sigma-Aldrich
Dimethylformamid DMF CsH;NO Sigma-Aldrich
Dulbeccos Phosphatgepuf-  PBS++ - Sigma-Aldrich
ferte Salzlosung
Ethanol (puris) EtOH CyHgO Sigma-Aldrich
Hexafluoro-2-propanol HFiP C3HyF5O Sigma-Aldrich
Hexamethylcyclotri - CsH13103S13  Sigma-Aldrich
siloxane 98%
Lecithin aus Eiweifs - - serva
Methanol MeOH CH,O VWR
Methanol (dry) MeOH CH4,0O Acros
Methylenchlorid (dry) DCM CH,Cl, Sigma-Aldrich
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Tabelle 3.1: Tabelle aller verwendeten Chemikalien und deren Abkiirzung, Strukturformel

und Hersteller.

Chemikalie Abkiirzung Strukturformel Hersteller
Mineralol, leicht (M3516) - - Sigma-Aldrich
Molekularsieb 0,4nm - - Riedel-de Haen
n-Butyllithium n-Buli CyHoLi Sigma-Aldrich
n-Decan - CioHas Roth
n-Hexan wasserfrei - CeHyy Merck
N-Methyl-2-pyrrolidon NMP CsHyNO Sigma-Aldrich
Natronlauge 1M - NaOH Merck
Natrumcitrat Citrat CsH7O7Na Sigma-Aldrich
Natriumlaurylsulfat SDS Ci1oHo5NaO4S  Sigma-Aldrich
Phosphatgepufferte PBS - Sigma-Aldrich
Salzlosung
Platinum(0)-1,3 Karstedt CsH130Si, Pt Sigma-Aldrich
divinyl-1,1,3,3- Katalysator
tetramethyldisiloxane
complex solution
Polydiallyldimethylammo- ~ PolyDADMAC - Sigma ALdrich
niumchlorid
Poly(ethylenglycol) 2-mer- ~ PEG5000 - Sigma-Aldrich
captoethyl Ether Essig-
siure M,, = 5000 g/mol
RPMI-1640 Medium - Sigma-Aldrich
Salzsdure 1M - HCl Merck
Tetrahydrofuran THF CyH3O Sigma-Aldrich
Toluol - CrHg Sigma-Aldrich
Toluol (dry) - C7Hy Sigma-Aldrich
Triethylamin TEA CeHi5N Acros
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Tabelle 3.1: Tabelle aller verwendeten Chemikalien und deren Abkiirzung, Strukturformel
und Hersteller.

Chemikalie Abkiirzung Strukturformel Hersteller
Trifluoromethanesulfonic T{SA CyF505.55 Aldrich
anhydride
Ultra pure water MilliQ-Wasser H>O Millipore
3.2.2 Partikel

Spharische Partikel

Alle gekauften oder bereit gestellten sphérischen Partikel sind in Tabelle [3.2] darge-
stellt.

Tabelle 3.2: Auflistung aller verwendeten Partikel inklusive Material, Durchmesser D,
Oberflaichenmodifizierung, Hersteller, Angabe ob Fluoreszenzmarkierung F
vorlag und Konzentration in mg/ml.

Material D /nm  Oberflache Hersteller F' mg/ml
Gold 41 PEG, Citrat, CTAB S. Harms, nach [143| -
44 Citrat S. Harms, nach [143] -
1000-3000  plain Alfa Aeser -
Si0, 1000 plain, NH2 Kisker v 50
1000 AHAPS Ch. Goroncy, nach |144] v 16
PS 1000 plain, COOH, NH2  Kisker v 25
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Nanostiabchen

Alle gekauften Gold-Nanostébchen sind in Tabelle [3.3] dargestellt.

Tabelle 3.3: Auflistung aller verwendeten Gold-Nanostédbchen (Fa. Nanoseedz (Hong
Kong)) inklusive Wellenlédnge A, Breite B, Lange L und Seitenverhéltnis AR.

A/nm/ B /nm L/nm AR
700 68,2+10 23,3£4,5 29
750 73,7£8,3 229+28 32
780 63,7£9,6 16,828 3,8
808 67,1486 17,6428 38
850 71,4£88 17022 4,2
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Experimentalteil

In diesem Kapitel werden die experimentell durchgefiihrten Arbeiten dargestellt. Zu-
nachst wird auf die Synthese des Blockcopolymers eingegangen, dann wird allgemein
die Herstellung der im weiteren Verlauf verwendeten Losungen beschrieben. Abschlie-
fend wird ein Uberblick iiber die Probenpriparation fiir die AFM und die TEM
gegeben.

4.1 Synthese des Block-Copolymers

Egli et al. [145] publizierten die Synthese des Polydimethylsiloxan-Polyoxazolin-Block-
copolymers (BCs) (PDMSgs-0-PMOXA 1), mit PDMS-monocarbinol als Makroinitia-
tor. Dieses BC wurde in der Arbeit von Karmena Jaskiewicz |78| verwendet und auf-
gebraucht. Das BC sollte der Verdffentlichung folgend synthetisiert werden. Aufgrund
schwieriger Reproduzierbarkeit wurde die Synthese des BCs neu erarbeitet. Im Ver-
gleich zur Vorschrift von Egli et al. wurde auch das PDMS-monocarbinol synthetisiert
und die Synthese des BCs wurde hinsichtlich Losungsmitteln, Reaktionszeiten und
Temperaturen optimiert. Im Folgenden werden die einzelnen Stufen dargestellt, die
zu dem BC PDMSgs-0-PMOXA ;7 fiihren. Die Synthese anderer Block-Verhéltnisse

folgt der gleichen Prozedur, es wurde lediglich die Reaktionszeit variiert.
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KAPITEL 4. EXPERIMENTALTEIL

Synthese von Silan terminierten PDMS

Die Synthese des Silan-terminierten PDMS (PDMS-H) folgte Ciolino et al. [146].
Ein Reaktionsschema ist in [4.1] dargestellt.

Si | -

0 0 THF, RT .
NN, 2 | | N Si=—0 | Li
—si Sim— 22h

- i -
| + O/ \O () |
Si=—0 | Li + | THF, -20°C Sjm— O Li+

| —Si /Si— 5d

1-3 / o \ | m

si—o| u*t O Gy —HE -20°G Si— 0 —f-Si—H

| | d |
m

Abbildung 4.1: Reaktionsschema der PDMS-H Synthese.

Alle Reaktionen wurden im Hochvakuum durchgefiihrt. 15 g frisch sublimiertes Hexa-
methylcyclotrisiloxan (M,, = 222,46 g/mol, n = 67,4 mmol) wurde iiber CaH, destil-
liert und anschlieffend in 40 ml frisch destilliertem THF gelost. 3,6 ml dieser Losung
wurden abgefiillt und mit 60 ml frisch destilliertem THF verdiinnt. Nach Zugabe von
1,6 ml n-Butyllithium-Losung (1,6 M Loésung in Hexan, 3,3 mmol) wurde die Losung
bei Raumtemperatur fiir 20 h geschiittelt, wodurch das Prapolymer entstand. Dar-
aufhin wurde die restliche Hexamethylcyclotrisiloxan-Losung zugegeben, mit einem
Eintauchkiihler (Haake Fisos EK101) auf -20°C gekiihlt und fiir 5 Tage geriihrt.

Um die Reaktion abzubrechen wurden 3,7 ml Dimethylchlorsilan (M,, = 94,62 g/mol,

n =33 mmol) unter Argonathmosphére zugegeben und fiir weitere 2h geriihrt. Nach
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4.1. SYNTHESE DES BLOCK-COPOLYMERS

Abziehen des Losungsmittels wurde das Rohprodukt dreimal in Methanol geféllt.

Das Produkt wurde als klare Fliissigkeit quantitativ erhalten.

Aus dem 'H-NMR-Spektrum (Abbildung kann durch Normieren auf die n-Butyl-
Startgruppe die molare Masse des Polymers zu M, = 5000 g/mol bestimmt werden.
Die theoretisch zu erwartende molare Masse war 4500 g/mol. Die Abweichung ist da-
durch zu erkldaren, dass die n-Butyllithium-Losung geringer konzentriert war, bzw.

das Entnehmen der 3,6 ml fiir das Prapolymer nicht exakt durchfiihrbar war.

12888
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Sj=——0 Sj=——H

015

0.10

4.6886

0.05
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T / { T T
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3485850
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Abbildung 4.2: 'H-NMR Spektrum von PDMS-H mit Zuordnung der Peaks.

! H-NMR (300 MHz, CD5Cls) §/ppm = 4,69 (m, 1H), 1,40- 1,20 (m, 4H), 0,86 (t, 3H),
0,58- 0,42 (m, 2H), 0,39-0,26 (bs, 3H)

Synthese von PDMS-monocarbinol

Durch Hydrosilylierung des PDMS-H konnte das PDMS-monocarbinol (PDMS-OH)
erhalten werden (siehe Abbildung [147].
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| | Karstedt- | |
/\/‘éi_"}i_“ fANINN K—>a:_alrlsalt°r /\/‘(T_"}i\/\o/\/"“
oluol, .
110°C, 22h

PDMS, -OH

Abbildung 4.3: Reaktionsschema der PDMS-OH Synthese.

Hierzu wurden 15g PDMS-H (M,, = 5000 g/mol, n = 3 mmol) und 426 ul 2-Allyloxy-
ethanol (M,, = 102,13 g/mol, n — 39 mmol, 1,3 Aq.) in 300 ml trockenem Toluol geldst,
auf 110°C erhitzt, 5 ul Karstaedt-Katalysator (2% Pt, in Xylol) zugegeben und fiir
20h geriihrt. Um den Katalysator zu entfernen, wurde die auf 80°C abgekiihlte
Losung mit 10g Aktivkohle versetzt und fiir 2h geriihrt. Nach heifer Filtration
wurde das Losungsmittel abgezogen und das Produkt durch dreimaliges Fiéllen in

Methanol erhalten. Die quantitative Umsetzung zum PDMS-monocarbinol wurde

mittels 'H-NMR-Spektroskopie nachgewiesen (Abbildung .
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Abbildung 4.4: 'H-NMR Spektrum von PDMS-monocarbinol mit Zuordnung der Peaks.

. | 3614249

[ppm]

s

1 H-NMR(300 MHz, CD,Cl,) 6/ppm = 3,75-3,65 (m, 2H), 3,55-3,47 (m, 2H), 3,47-
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3,35 (m, 2H), 1,90-1,7 (s, 1H), 1,66- 1,52 (bm, 2H), 1,38-1,19 (m, 4H), 0,85 (t, 3H),
0,58-0,45 (m, 4H), 0,37-0,25 (bs, 3H)

Synthese des Blockcopolymers

Das Reaktionsschema ist in Abbildung [4.5] dargestellt.

F o o F
Il Il Toluol, -10°C | | 2 [k
PDMS,-OH + F S—0—S F —— 3 Sim—0=3-Si Il
Il Il B | |_\/\o/¥o—s F
F o o F Il
m o F

TfSA

PDMS,,-OTf

o
DCM, 36°C | | Y *
PDMS,-OTf + NZ= —_— Simm—— 0 =—4-Si N
|\/o 48h | | TN | ot
m n

+
PDMS,-b-PMOXA,

0
NH
+ DCM, 36° | | Y / \
PDMS,,-b-PMOXA,  + —C>3h Si=——0 Si—\/\ N \/)7 N NH
|/ ° \__/
NH
m n

PDMS,,-b-PMOXA,-Pip

Abbildung 4.5: Schematische Darstellung der Reaktionsschritte zur Synthese des PDMS-
b-PMOXA-Pip.

5,0g PDMS-monocarbinol (M, =5000g/mol, n= 1,00 mmol) wurden unter Vaku-
um bei 60 °C fiir 20 h vorgetrocknet. Anschliefend wurden unter Argon-Atmosphére
90ml trockenes Toluol zugegeben und 24 h in einer mit Molekularsieb 4 A gefiillten
Soxhlet-Apparatur refluxiert, um letzte Reste Wasser zu entfernen. Das System wur-
de mit einem Eintauchkiihler (von Haake Fisons EK101) auf -10°C temperiert,
208 pl trockenes TEA (M = 101,19 g/mol, d = 0,73 g/mL, n = 1,5mmol, 1,5 Aq.) und
252 ul TfSA (M —282,14 g/mol, d = 1,677 g/ml, n—1,3mmol, 1,5Aq.) zugegeben.

Die Reaktion wurde durch Riihren fiir 3 h vervollstandigt. Von der entstandenen gelb-
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orangen Suspension wurde das Toluol verdampft, kaltes Hexan zugegeben und die
Losung iiber eine Fritte vom ausgefallenen Triflat-Salz getrennt. Das Hexan wurde

abermals abgezogen, und das Produkt lag quantitativ als gelbliches Ol vor.

Das frisch synthetisierte PDMS-monotriflat wurde umgehend als Makroinitiator ein-
gesetzt. 5,14 ¢ (M, = 5148 g¢/mol, n = 1,00 mmol) wurden in 60 ml trockenem Methy-
lenchlorid gel6st und 3,387 ml frisch iiber CaHs destilliertes MOXA (M = 85,11 g/mol,
d=1,004 g/ml, n =40 mmol, 40 Aq.) zugegeben. Die Losung wurde 40 h bei 36 °C ge-
rithrt. Dann wurden 10 ml 1 M methanolische Piperazin-Losung zugegeben und die
Reaktion durch Riihren fiir 1 h abgeschlossen. Die Losungsmittel wurden abgezogen,
das Rohprodukt in 100 ml Milli-Q Wasser suspendiert und mit Salzsdure neutralisiert.
Nach Gefriertrocknen wurde das Rohprodukt in 160 ml EtOH gelost, zentrifugiert
(40 min, 4000 rpm, 15°C) und anschliefend mittels Ultrafiltration in EtOH/Wasser
1:2 iiber einer Membran (MWCO 3000 kDa) gereinigt. Es ergab sich eine Ausbeute

von 95%.
Das entsprechende 'H-NMR-Spektrum des BCs ist in Abbildung dargestellt, wo-

bei festzuhalten ist, dass das Signal der Piperazin-Gruppe nicht eindeutig war und

deshalb bei der Integration nicht beriicksichtigt wurde.
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Abbildung 4.6: '"H-NMR Spektrum von PDMSgs5-b-PMOXA 7 mit Zuordnung der Peaks.

L H-NMR(300 MHz, CD»Cl,) & /ppm = 3,70- 3,00 (bm, 4H), 2,80- 2,35 (m, 5H), 2,15-
1,7 (bm, 3H), 1,55- 1,35 (bm, 2H), 1,25- 1,05 (m, 4H), 0.76 (t, 3H),0.44-0.32 (m, 4H),
0.25-0.35 (bs, 3H)

Aus der Normierung der NMR-Integrale auf die n-Butyl-Gruppe konnte die Anzahl

an Wiederholungseinheiten der beiden Blocke bestimmt werden.

4.2 Herstellung der Losungen

4.2.1 Herstellung der Polymervesikel

Polymersome wurden durch Filmrehydration hergestellt und durch anschlieffendes
Extrudieren homogenisiert [67]. 5mg des PDMS-5-PMOXA wurden in einem 10 ml
Rundkolben in 5ml Ethanol gelést. Durch Verdampfen des Losungsmittels am Ro-
tationsverdampfer (7'=40°C, 170 mbar) wurde ein diinner Film gebildet, der eine

Stunde am Hochvakuum getrocknet wurde. Nach Zugabe von 5ml MilliQ-Wasser
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wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur mit einem Magnetriihrer geriihrt. Um die
entstandenen Polymervesikel zu homogenisieren, wurden diese extrudiert (Liposo-
Fast™Basic Extruder, Avestin, Ottawa, Canada). Hierzu wurden die Poylmersome
sukzessiv je 11 mal durch eine Polycarbonat-Membrane (Avestin) mit Porengrofse
von 800 nm, 400 nm und 200 nm gedriickt. Die finale Konzentration betrug in etwa
0,45 g/1. Durch PCS konnte die Aggegrationszahl und somit die Anzahl an Polymer-

somen pro ml abgeschétzt werden [148].

Fiir die SAXS-Messungen (siche Abschnitt wurden die Polymersom-Dispersio-
nen durch sanftes Erwérmen im Wasserbad (45°C) auf ein Viertel des Ausgangsvo-
lumens einreduziert und in die fiir SAXS-Messungen verwendeten Probenréhrchen
(Markrohrchen, Lange 80 mm, Aufendurchmesser 1,5 mm, Wandstérke 0,01 mm, Fa.

Hilgenberg) gefiillt.

4.2.2 Herstellung von GUVs via Continuous droplet interface

crossing encapsulation

Die Continuous droplet interface crossing encapsulation (¢cDICE) ist eine Methode
zur schnellen und effizienten Herstellung von monodispersen, riesigen, unilamellaren

Vesikeln (GUVs), die 2011 von Mabuk et al. erarbeitet wurde [64].

Die GUVs wurden in einem Zylinder (Durchmesser 35 mm, Héhe 6 mm) mit zen-
trischer Filloffnung (Durchmesser 10 mm) hergestellt, der durch einen Schrittmotor
mit einer Frequenz von 400-2100 Hz um die eigene Achse gedreht wurde (Aufbau siche
Abbildung a)). In den rotierenden Zylinder (Standardfrequenz 1800 Hz) wurden
der Reihe nach 2ml Wasser (dispersing aqueous solution (DAS)), 3ml einer Losung
von Lipiden in Mineraldl (lipid-in-oil solution (LOS)) und 2ml Dekan gegeben. Auf-
grund der verschiedenen Dichten der Lésungen und der Rotation des Zylinders bilden

sich senkrechte Schichten (vergleiche Abbildung4.7/b)). In die Dekan-Schicht wurde
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eine mit Wasser gefiillte Kapillare eingefiihrt, auf die mit Hilfe von Druckluft ein
Druck von 80 kPa ausgeiibt wurde. Die entstandenen Tropfen wurden kontinuierlich
vom vorbeistromenden Dekan abgerissen (Dripping). Wegen der hoheren Dichte der
EAS und der Zentrifugalkraft wurde der Tropfen nach aufen transportiert. Der wéss-
rige Tropfen durchlief zundchst die LOS-Phase, in der er mit einer Schicht Lipiden
umgeben wurde (Coating). Beim Durchtreten der Lipidwand, die sich zwischen LOS
und DAS befand, legte sich eine zweite Lipidschicht um den Tropfen (Zipping), wo-
durch ein GUV gebildet wurde, welches in der DAS-Phase aufgefangen wurde (siche
Abbildung 4.7 ¢)). Nach langsamen Anhalten des Schrittmotors konnte die DAS-

Phase entnommen und die GUVs konnten verwendet werden.

Abbildung 4.7: a) Aufbau des ¢cDICE-Gerétes; b) Darstellung der eingefiihrten Kapilla-
re und der sich bildeten Schichten; ¢) Schema des ¢cDICE-Prozesses zur
Bildung von GUVs.

Herstellung der LOS

100 mg Lecithin (aus Eiweit) wurden in einem 30 ml Schraubdeckelglas in 25 ml eines

57



KAPITEL 4. EXPERIMENTALTEIL

Chloroform-Methanol-Gemisches (9:1) gelost. Nachdem das Losungsmittel abgezogen
wurde und sich ein Film am Boden des Glases gebildet hatte, wurden 25 ml Mineralol
zugegeben. Nach Quellen fiir eine Stunde, wurde das Lipid im Ultraschallbad bei ma-
ximal 40°C gelost. Die hergestellte Losung wurde 2-3 Tage verwendet.

Modifizierung der Kapillaren

Borsilica-Glas-Kapillaren mit einem Austrittsdurchmesser von 5um (Fa. Hilgen-
brand) wurden mit einem Zwei-Komponenten Kleber (Epoxidkleber; UHU plus so-
fortfest) in die Offnung einer 1ml-Spritze geklebt. Nach Trocknen wurde die Kapil-
lare an Druckluft angeschlossen und fiir 30 min in eine 0,1 %ige 3-Mercaptopropyl-
trimethoxysilan-Losung (Methanol: Wasser 9:1) getaucht, wodurch eine Silanbeschich-
tung entstand. Durch diese Beschichtung wurde ein besseres Abperlen der Tropfen
bei der GUV-Herstellung gewihrleistet. Zum Festigen der Bindungen wurden die
modifizierten Kapillaren eine Stunde bei 100 °C getrocknet [64].

4.2.3 Aufarbeiten der Erythrozyten

Erythrozyten (Rote Blutkérperchen, RBC) wurden aus frisch abgenommenem Blut
gewonnen und auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt. Ca. 2ml frisches Blut
wurden mit RPMI Medium auf 50 ml verdiinnt und dann zentrifugiert (5000 rpm,
4°C, 10min). Der Uberstand wurde abpipettiert und erneut mit RPMI auf 50 ml auf-
gefiillt und zentrifugiert. Dies wurde wiederholt, bis der Uberstand farblos war. Das
Sediment (reine Erythrozyten) wurde abermals verdiinnt und mit einem Cell Coun-
ter (BIO-RAD TC10™) so eingestellt, dass eine Dispersion mit ca 8-10% RBC/ml

entstand.

58



4.2. HERSTELLUNG DER LOSUNGEN

4.2.4 Modifizierung der Au-Nanostdbchen

I ml der gekauften, CTAB-stabilisierten Au-Nanostédbchen (Fa. Nanoseedz (Hong
Kong)) wurden dreimal zentrifugiert (14000 rpm, 10 min), um iiberschiissiges CTAB
zu entfernen. Dann wurde 1ml 0.3 %ige SDS-Losung zugegeben und die Dispersion
drei Stunden ins Ultraschallbad gegeben, wobei durch Eiskiihlung darauf geachtet
wurde, dass eine Temperatur von 30 °C nie iiberschritten wurde. Durch diesen Pro-
zess wurde das positive CTAB durch das negative SDS ersetzt. Um die Nanostabchen
permanent negativ zu laden, wurden die Nanostdbchen nach zweimaligem Zentrifu-
gieren (14000 rpm, 10min) tiber Nacht in 1 ml NaOH-MUA-Losung (je 5mM) ge-
geben. Nach zweimaligem Zentrifugieren (14000 rpm, 10 min) wurde das (-Potential

gemessen (siehe Tabelle [5.4).

4.2.5 Herstellung der Nanopartikel-Vesikel-L6sungen

Nanopartikel /-stabchen-Poylmersome

Einige ul Polymersom-Dispersion wurden mit so viel ul Nanopartikel-Dispersion ver-

setzt, dass ein Polymersom-Nanopartikel-Verhéltnis von 1:2 erhalten wurde.

Nanopartikel-GUVs

Da die Konzentration der GUVs von Ansatz zu Ansatz variierte, wurde immer ei-
ne Konzentrationsreihe hergestellt. Dazu wurde die Partikel-Stammlésung (aus Ta-
belle 1:10, 100, 1000, 10000 und 100000 verdiinnt. Davon wurden je 10 ul zu
50 ul GUV-Dispersion gegeben. Nach Inkubation iiber Nacht wurden die Mischun-

gen mit Konfokalmikroskopie analysiert.
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Nanopartikel-Erythrozyten-Mischung

Pro Versuch wurden 200 pl Erythrozyten-Losung verwendet, zu der so viel Partikel-
Dispersion gegeben wurde, dass eine Konzentration von ca 20 Partikel/Erythrozyt
vorlag. Die Partikeldispersionen (fluoreszenzmarkierte Siliciumdioxid und Polystyrol-
Partikel d=1 um, siehe Tabelle wurden dazu so verdiinnt, dass ein Volumen
zwischen 10 und 100 pl zu verwenden war. Die Partikel inkubierten iiber Nacht und
wurden direkt fiir High-Pressure Freezing (HPF) -Experimente verwendet. Fiir die
CLSM wurden die Erythrozyten mit CellMask™Deep Red Plasma membrane Stain

markiert.

4.3 Rasterkraft-Experimente

Das Rasterkraftmikroskop wurde einerseits dazu eingesetzt, die Polymervesikel zu
charakterisieren, andererseits wurde mit der Colloidal Probe-Technik die Wechsel-
wirkung zwischen verschieden modifizierten Gold-Partikeln und den Polymersomen

analysiert.
Colloidal Probe-Herstellung

Auf einen Cantilever ohne Spitze (MikroScience, N12 AIBS, 0,35 N/m) wurde mit
Hilfe eines Mikromanipulators ein Gold-Partikel mit einem Durchmesser von 1-
3 um geklebt (Zwei-Komponenten-Epoxidkleber; UHU plus endfest 300). Nach Aus-
hérten wurde die Oberfliche 90s im Argonplasma gereinigt. Die Cantilever wurden
dann sofort in eine wissrige, 2mM Citrat, PEG-COOH (M, =5000g/mol) bzw.
CTAB-Losung gegeben und bei Raumtemperatur gelagert. Nach 48h wurden die
Cantilever mit MilliQ-Wasser gespiilt und getrocknet. Exemplarisch ist ein auf einen

Cantilever geklebter Gold-Partikel in Abbildung dargestellt.
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4.3. RASTERKRAFT-EXPERIMENTE

Abbildung 4.8: Scanning Electron Microscopy Image (Maren Miiller) eines Gold-
Partikels, der auf einen tipless Cantilever geklebt wurde.

AFM-Messung

Fiir die AFM-Messungen wurde ein 10x10 mm grofses Glimmer-Pléttchen in den De-
ckel einer Petrischale mit 70 mm Durchmesser geklebt, welches als Substrat diente.
Mit einem Tesa-Film wurde der Glimmer frisch gespalten und 50 ml der 1:4 verdiinn-
ten Polymersom-Dispersion aufgetragen. Nach Adsorbieren fiir 45 min wurde die Pe-
trischale mit Milli-Q Wasser geflutet. Mittels quantitativer Bildgebung (10x10 pm,
256x256 Messpunkte) wurden je Probe mindestens 14 Polymersome abgebildet. Dabei
wurden DNP Cantilever (Bruker, Siliciumnitrid, k£.=0,35N/m) fiir die physikalische
Charakterisierung der Vesikel verwendet. Bei der Analyse der Wechselwirkung zwi-
schen Polymersomen und Partikeln fanden die oben beschriebenen Colloidal Probes

Anwendung.
Auswertung
Das Hohenprofil (siehe Abbildung wurde mit dem JPKSPM Data Processing

Programm analysiert und die Halbwertsbreite W sowie die Héhe H der Polymerve-

sikel bestimmt, aus denen der Kriimmungsradius R mit Formel berechnet wurde.

61



KAPITEL 4. EXPERIMENTALTEIL

Die Rohdaten fiir die Kraft-Abstands-Kurven sowohl auf den Vesikeln, als auch auf
dem Substrat wurden aus den QI-Datenséitzen extrahiert und einzeln abgespeichert.
Die Rohdaten, d.h. die Werte des Detektorsignals in Volt als Funktion der Position
des Piezotranslators in Nanometer, wurden mit Hilfe einer dafiir von Michael Kappl
(MPI fur Polymerforschung) entwickelten Software in Kraft-Abstands-Kurven umge-
rechnet. Dafiir wurden zunéchst die auf dem Substrat gemessenen Daten verwendet,
um den Umrechungsfaktor zwischen Detektorspannung in Volt und der Auslenkung
des Federbalkens in Nanometern zu ermitteln (sog. deflection sensitivity). Mit Hilfe
dieses Umrechnungsfaktors konnten dann die Rohdaten fiir die Vesikel folgender-
maken umgerechnet werden: Als erstes wurde der Bereich der Messkurve, bei dem
sich die Spitze noch nicht im Kontakt mit dem Vesikel befand linear angefittet und
diese Fitgerade von den Daten abgezogen, um einen eventuellen Offset des Detektor-
signals auszugleichen. Um den Nullpunkt der Distanz-Achse zu bestimmen, wurde
der Kontaktbereich der Rohdaten, d.h. der Bereich, in dem es durch den zuneh-
menden Kontakt zwischen Spitze und Vesiklen zu einer Verbiegung des Federbalkens
kommt, ebenfalls linear angefittet. Der Schnittpunkt der beiden Fitgeraden wurde
als Nullpunkt der Distanz-Achse gesetzt. Anschliefend wurde das Detektorsignal in
Volt mit Hilfe des wie oben beschrieben Umrechnungsfaktors (deflection sensitivity)
in die Deflektion des Federbalkens in Nanometern umgerechnet. Fiir jeden Daten-
punkt wurde dann die Deflektion von der Piezoposition abgezogen, um die absolute
Distanz zwischen Spitze und Vesikeloberfliche zu erhalten. Zuletzt wurde die gemes-
sene Deflektion des Federbalkens durch Mulitplikation mit dessen Federkonstante in
Kraft umgerechnet. Aus dem linearen Fit des Kontaktbereichs der Kraft-Abstands-
Kurve erhielt man die Steifheit k,,., der Polymersomen. Aus dieser Steifheit und

dem Kriimmungsradius R wurden dann Elastizitdtsmodul und Biegemodul mit Hilfe

der Gleichungen und berechnet.

Die Federkonstanten aller verwendeter Cantilever wurden mit der thermal noise-

Methode bestimmt [149).
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300
Offset (nm)

Abbildung 4.9: Aus einer QI-Datei extrahiertes Héhenprofil mit exemplarischer Bestim-
mung der Héhe H und Breite W eines adsorbierten Polymersoms.

4.4 Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie

Probenpraparation

Die Probenpréparation folgte dem Protokoll von Iancu et al. [150]. Alle Cryo-TEM-
Proben wurden mit einem Vitrobot Mark II der Marke FEI préapariert. Die verwen-
deten Blotting-Parameter sind in Tabelle dargestellt. Es wurden Lacey Trager-
netze (Lacey Support Films - NetMesh™Grids, Cu-mesh 400) oder Trigernetze mit
Kohleloch-Film (QUANTIFOIL®R2/2, Cu-mesh 300) verwendet, die durch Plas-
mabehandlung (Diener electronic, FEMTO; Oo-Fluss =4; 15 % Leistung, 36 s) direkt
vor der Probenpréparation hydrophilisiert wurden. Zum Vitrifizieren wurde aufgrund
der maximalen Abkiihlgeschwindigkeit [151] fliissiges Ethan verwendet. Vitrifizierte

Proben wurden bis zur Analyse in fliissigem Stickstoff gelagert.
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Tabelle 4.1: Parameter, die zum Blotten verwendet wurden.

Luftfeuchtigkeit > 90 %
Anzahl Blotten 1
Blotting-Zeit 4-7Ts
Offset -3

Messung

Die Proben wurden mit einem JEOL1400EM, welches mit 120kV betrieben wur-
de, bei cryogenen Temperaturen analysiert. Dabei wurde mit mittlerer Elektronen-
dosis (Spotsize 3) und einer Objektivblende gearbeitet. Beim Aufnehmen mit einer
CCD-Kamera (Gatan) wurde ein Unterfokus von wenigen pm eingestellt. Die Bilder

wurden anschliefsend mit dem Programm ImageJ bearbeitet.
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Ergebnisse und Diskussion

Wie in der Einleitung dargestellt, ist es Ziel dieser Arbeit, den transmembranen
Transport von (Nano-)Partikeln in verschiedenen Systemen zu analysieren. In die-
sem Kapitel werden die erzielten Ergebnisse dargestellt und diskutiert. Dabei wird
zunachst auf die Synthese des Blockcopolymers, der daraus hergestellten Polymer-
some und deren physikalischer Charakterisierung eingegangen. Anschliefend werden
die AFM-Ergebnisse zur Analyse der Interaktionen zwischen verschiedenen, immo-
bilisierten Partikeln und Polymersomen prasentiert. Im darauf folgenden Abschnitt
wird ausgefiihrt, welche Szenarien sich ergeben, wenn verschieden modifizierte Gold-
Nanopartikel zu der Polymersom-Dispersion gegeben werden. Durch Verwenden von
Gold-Nanostidbchen wird im anschlieffenden Abschnitt der Einfluss der Form auf die
Interaktion analysiert. Des Weiteren soll eine Briicke vom Minimal-Modellsystem der
Polymersome hin zu einem natiirlichen System geschlagen werden, den Erythrozy-
ten. Deshalb wird das Modellsystem der riesigen unilamellaren Vesikel (GUVs) ein-
gefiihrt und an diesem System die Interaktionen mit verschiedenen, unterschiedlich
modifizierten Partikeln analysiert. Abschliefsend werden die Aufnahmeexperimente

an Erythrozyten dargestellt und diskutiert.
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KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.1 Das Minimal-Modellsystem der Polymersome -

Teil 1: Aufbau und Charakterisierung

In diesem Kapitel wird das von Jaskiewicz et al. eingefiihrte Minimal-Modellsystem
einer Zelle weiter ausgearbeitet. Hierzu wird zunéachst auf die Synthese und Cha-
rakterisierung des zugrunde liegenden Blockcopolymers eingegangen. Anschliefend

werden die Eigenschaften der Polymersome diskutiert.

5.1.1 Synthese des Blockcoplymers

Nach dem in Abschnitt beschriebenen Syntheseweg wurden Blockcopolymere
(BCs) mit konstantem PDMS-Block von ca. 65 Wiederholungseinheiten und varia-
blem PMOXA-Block hergestellt. Dabei wurde immer mit 40 Aquivalenten MOXA
gearbeitet und die Blocklénge des PMOXA-Blocks durch Abbruch der Reaktion nach
definierten Zeiten eingestellt und mit 'H-NMR-Spektroskopie verifiziert (vergleiche

Abbildung [.1]).

Die Abhéngigkeit der Anzahl an MOXA-Wiederholungseinheiten von der Polymerisa-
tionszeit ist in Abbildung dargestellt. Es ist ein linearer Zusammenhang zwischen
der Anzahl an MOXA-Wiederholungseinheiten und der Polymerisationszeit festzu-
stellen, der mit dem vergleichbar ist, welcher in der Literatur zu finden ist [152]. Un-
terschiede in der Steigung (entspricht der Reaktionsgeschwindigkeit) sind auf mehrere
Faktoren, wie ein anderes Losungsmittel, eine andere Konzentration des Monomers,
ein anderer Initiator oder ein unterschiedliches Verhaltnis von Monomer zu Initiator
zuriickzufiihren - alles Komponenten, die bekannterweise die Kinetik der Polymeri-
sation beeinflussen [152-155]. Es ist somit zu folgern, dass der verwendete Makroini-
tiator PDMS-monocarbinol analog zu den in der Literatur verwendeten Initiatoren

reagiert.
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Abbildung 5.1: Uberlagerte "H-NMR-Spektren von PDMSg5-b-PMOXA; fiir Polymerisa-
tionszeiten von 1,5, 18,5 25,5 41,5 49,5 und 64 h, die das Ansteigen der
Wiederholungseinheiten des PMOXA-Blocks zeigen. Damit kann ein pré-
zises Einstellen des Blockverhéltnisses durch die Reaktionsdauer erreicht
werden.

Beim Durchfiithren von GPC-Messungen zur Analyse des BCs mit 17 MOXA-Wiederho-
lungseinheiten wurde festgestellt, dass das BC in dem in der Literatur [145] verwen-
deten Losungsmittel THF augenscheinlich Aggregate bildete. Um GPC-Messungen
durchfithren zu kénnen, wurde das BC in den fiir GPC gut zugénglichen Losungs-
mitteln Aceton, Dimethylformamid (DMF), Hexafluorisopropanol (HFiP), Dichlor-
methan (DCM) und N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) gelst und mittels Lichtstreuung
(Christine Rosenauer, MPI fiir Polymerforschung) gepriift, ob sich Aggregate gebil-
det haben (siehe Abbildung . Lediglich Aceton zeigt einzelne Polymerketten. Bei
DCM konnte gar kein Signal detektiert werden. In allen anderen Losungsmitteln la-

gen Aggregate vor.
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Abbildung 5.2: Linearer Zusammenhang der MOXA-Wiederholungseinheiten mit der
Zeit.

Mit DCM und Aceton wurden GPC-Messungen durchgefiihrt (siche Abbildung[5.4),
wobei molare Massen von ca. 2000 g/mol erhalten wurden. Es sei anzumerken, dass
schon der eingesetzte Makroinitiator eine hdhere molare Masse besaf (ca. 5000 g/mol,
siehe . Auch NMR-Experimente des BCs widersprechen dem GPC-Resultat, da
hier eine molare Masse von ca. 6000 g/mol erhalten wurde (vergleiche Abbildung[4.6).
Es ist somit anzunehmen, dass das amphiphile BC im Zusammenspiel mit dem Lo6-
sungsmittel und dem Packungsmaterial der GPC-Saule unerwartete Wechselwirkun-
gen zeigte, weshalb keine brauchbare Elution erfolgte. Fiir dieses BC ist GPC keine
anwendbare Charakterisierungsmethode, was an sich fiir amphiphile Blockcopolyme-

re keine Seltenheit ist, jedoch der Literaturangabe von Egli et al. widerspricht [145].

Zeitgleich wurden auch von Amelie Koch BCs synthetisiert [148|. Insgesamt wurden
somit BCs hergestellt, deren Anzahl an MOXA-Wiederholungseinheiten im Bereich

zwischen 4 und 28 lag. Diese BCs zeigten unterschiedliche Aggregatzustéinden (siehe
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Abbildung 5.3: Grofenverteilung der Lichtstreu-Experimente in verschiedenen Losungs-
mitteln, wobei Peaks ab 1000 nm von Verunrenigungen wie Staub resul-
tieren konnen; a) In Aceton liegen einzelne Polymere vor (blau umrandet);
In b) DMF, ¢) HFiP und d) NMP bildeten sich Aggregate (rot umrandet).
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Abbildung 5.4: Molmassenverteilung des BCs aus GPC-Messungen in Aceton (blau) und
DCM (Rot), gegen PDMS-Standard ausgewertet.

Tabelle .
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Tabelle 5.1: Zusammenhang zwischen MOXA-Wiederholungseinheiten und Aggregatzu-
stand des entsprechenden BCs.

MOXA-WE Aggregatzustand

4-6 zahfliissig
11-21 klebrig
28 kristallin

5.1.2 Polymersom-Herstellung

Aus allen BCs wurde versucht, mittels Film-Rehydrierung (siehe Abschnitt
Polymersome herzustellen. Es war festzustellen, dass BCs, deren Aggregatzustand
zahfliissig war, keinen Film und mit dieser Methode folglich auch keine Polymersome
bildeten. Andererseits bildeten BCs mit 28 MOXA-Wiederholungseinheiten einen
Film, der sich jedoch nicht rehydrieren lieft. Proben, die nach Filmrehydration eine
triibe Dispersion ergaben, wurden von Amelie Koch mittels PCS auf Vesikelbildung
hin analysiert. Es war festzustellen, dass im Bereich zwischen 11 und 21 MOXA-
Wiederholungseinheiten Polymersome gebildet wurden. Das Polymersom-System von
Karmena Jaskiewicz |118] wurde als Referenz gesetzt, und es wurde nur dann mit
den Proben weitere Versuche durchgefiihrt, wenn die hergestellten Polymersome bei

PCS-Messungen der Referenz entsprachen.

5.1.3 Bestimmung der Membrandicke der Polymersome

Wie in Abschnitt gezeigt, hidngen die physikalischen Eigenschaften der Membran
von deren Dicke ab. Deshalb wurde die Membrandicke mit verschiedenen Methoden
bestimmt.

Bestimmung der Membrandicke mit Cryo-TEM

Polymersom-Dispersionen aus BCs mit 11, 15, 17 bzw. 21 MOXA-Wiederholungseinhei-
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ten wurden analysiert. Dazu wurden von jeder Probe Cryo-TEM-Abbildungen aufge-
nommen und an verschiedenen Polymersomen 200-mal die Membrandicke gemessen
(maximal vier Messstellen pro Polymersom). Abbildung zeigt jeweils eine exem-
plarische Cryo-TEM-Aufnahme und die Verteilung der Membrandicken der entspre-

chenden Polymersome.

13,1+1,8 16,2+2,3

10 12 14 16 18 20 22 24 26
Membrandicke / nm

4 16 18 20 22 24 2
Membrandicke / nm

16,4+2,8 15,2+2,2

4 16 18 20 22 24 2%
Membrandicke / nm

Abbildung 5.5: Cryo-TEM-Abbildungen von Polymersomen mit 11 (a1), 15 (b1), 17 (c1)
bzw. 21 (d1) MOXA-Wiederholungseinheiten und der entsprechenden
Verteilung der Membrandicke (a2-d2). Die Balkenskala in den Cryo-
TEM-Abbildungen entspricht 100 nm.

Die erhaltenen Membrandicken sind in Abbildung gegen die Anzahl an MOXA-
Wiederholungseinheiten aufgetragen, wobei keine Korrelation zu erkennen ist. Da
der Fehler der Cryo-TEM-Messungen mit ca. 12% relativ grofs ist, und um eine
alternative Methode zur Bestimmung der Membrandicke zu haben, wurde Kleinwin-

kelrontgenstreuung (Small Angle X-ray Scattering, SAXS) durchgefiihrt [156].

Bestimmung der Membrandicke mit SAXS

Zur Bestimmung der Membrandicke mittels SAXS wurden wiederum die Polymer-
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Abbildung 5.6: Zusammenhang zwischen MOXA-Wiederholungseinheiten und der durch
Cryo-TEM bestimmten Membrandicke.

some aus BCs mit 11, 15, 17 und 21 MOXA-Wiederholungseinheiten analysiert. Die
erhaltenen Streukurven sind in Abbildung a) dargestellt. Dabei war festzustellen,
dass die Probe mit 11 MOXA-Wiederholungseinheiten (lila Streukurve in Abbildung
a)) komplett im Rauschen unterging und somit kein verwertbares Signal lieferte.
Das Signal der anderen Proben ging ab einem Wert von 5-10"2A~! ebenfalls im
Rauschen unter (grau hinterlegter Bereich in Abbildung a)). In dem Bereich bis
5-1072 A= sehen die Streukurven fiir alle Proben sehr &hnlich aus (mit blauen Rah-
men in Abbildung a) hervorgehoben). Der Abfall aller Streukurven, aus welchen
die Membrandicke extrahiert werden kann, fiel fiir alle Proben zusammen (erstes Mi-

nimum in Abbildung [5.7 a), mit einem Pfeil markiert).

Unter Annahme eines Kern-Schale-Systems (Core-Shell-System), mit Wasser als in-
nerer und dukerer Phase, wurde ein einfacher Fit durchgefiihrt (siche Abbildung

b)). Wie oben ausgefiihrt, entspricht das erste Hauptminimum der Schalendicke, die
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Abbildung 5.7: a) SAXS-Kurven der Proben mit 11, 15, 17 bzw. 21 MOXA Wiederho-
lungseinheiten. b) Exemplarische SAXS-Kurve mit Fit eines Kern-Schale
Modells

sich mit diesem einfachen Fit zu ca. 11 nm ergab. Dieser Wert lag deutlich unter de-
nen der Cryo-TEM-Messungen. Aus der Tatsache, dass alle Proben eine Schalendicke
von ca. 11 nm zeigten, ist zu folgern, dass nur der hydrophobe PDMS-Teil der Mem-
bran detektiert wurde, der bei allen Proben identisch ist. Es ist anzunehmen, dass die
PMOXA-Bl6cke in Wasser gequollen waren, sich also Wasser zwischen die PMOXA-
Blocke einlagerte, wodurch kein detektierbarer Kontrast zwischen PMOXA-Schicht

und dem &duferen Medium Wasser vorlag.

Das Problem des Rauschens (vergleiche Abbildung a) konnte gelost werden, in-
dem eine hoher konzentrierte Polymersom-Dispersion verwendet wird. Erhéhte man
bei der Herstellung der Polymersome jedoch die Konzentration der BCs (verglei-
che Abschnitt , bildeten sich keine unilamellaren Strukturen mehr, sondern es
traten multilamellare Strukturen auf (siehe Abbildung , welche nicht mehr als
Zell-Modell verwendet werden konnten. Eine weitere Option war, die hergestellte
Polymersom-Dispersion durch sanftes Eindampfen zu konzentrieren, was schon bei
der Probenpréaparation fiir die SAXS-Messungen stattfand. Wurden die Dispersionen

jedoch auf mehr als ein Viertel des Ausgangsvolumens reduziert, war Agglomeration
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KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

zu beobachten und die Losung wurde klar.

Abbildung 5.8: Cryo-TEM-Aufnahme von multilamellaren Strukturen, die bei der
Verwendung von hoéheren BC-Konzentrationen bei der Polymersom-
Herstellung entstanden.

Die Membrandicke konnte somit aus diesen SAXS-Messungen nicht gewonnen wer-
den. Fiir die Berechnung der physikalischen Eigenschaften der Polymersome im néchs-
ten Abschnitt werden somit die Membrandicken aus den Cryo-TEM-Messungen ver-

wendet.

5.1.4 Physikalische Eigenschaften der Polymersome

Wie in Abschnitt dargestellt, sind die physikalischen Eigenschaften eines Ve-
sikels vor allem durch den Elastizitdts- und den Biegemodul definiert, welche aus

quantitativen, bildgebenden AFM-Messungen gewonnen werden konnten.

Es wurden dieselben Polymersome wie in Abschnitt [5.1.3] verwendet. Exemplari-
sche Hohenprofile mit einer auf dem Zentrum eines Polymersoms aufgenommenen
Detektorsignal-Piezo-Positions-Kurve sind in Abbildung dargestellt. Von jeder

Polymersom-Disper-sion wurden mindestens 14 Polymersome analysiert. Aus den
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Hohenprofilen wurden die Breite W und die Hohe H der auf Glimmer gespreite-
ten Polymersome bestimmt. Mit Formel wurde der Krimmungsradius R berech-
net. Aus den normierten Kraft-Abstands-Kurven (force distance curves, FD-Kurven)
wurde durch lineares Fitten der Steigung im Kontaktbereich die Steitheit k,,.,, der
Polymersomen gewonnen. Mit den Formeln und [3.9] wurden der Elastizitats- so-
wie der Biegemodul berechnet. Die Mittelwerte sind in Tabelle dargestellt. Eine
Auflistung aller Einzelwerte ist im Anhang in den Tabellen [6.1]-[6.4] zu finden.

Tabelle 5.2: Elastizitdtsmodule F und Biegemodule kjepq der Polymersome aus BCs mit
unterschiedlicher Anzahl an MOXA Wiederholungseinheiten (MOXA-WE).

MOXA-WE E / MPa  kyeng / 107197

11 20,8 51,8
15 25,0 122.6
17 35,5 167,6
21 19,4 75,7

Bei der Auftragung des Elastizitdtsmoduls bzw. des Biegemoduls gegen die Anzahl
an MOXA-Wiederholungseinheiten (Abbildung[5.10]a) bzw. b)) ist zu erkennen, dass
die Werte der Modi fiir die ersten drei Messpunkte ansteigen und zum letzten Wert
hin stark abfallen.

Es ist anzumerken, dass die ersten drei Proben aus demselben, letztere aus einem
separaten Ansatz stammten. Dies konnte zur Folge haben, dass durch minimal ver-
anderte Reaktionsbedingungen eine andere Polydispersitat vorliegt. Es ist bekannt,
dass das Einbringen von Fremdmolekiilen in die PDMS-6-PMOXA-Membran deren
physikalische Eigenschaften beeinflusst [157]. Es konnte sein, dass die Probe mit 21
MOXA-Wiederholungseinheiten eine hohere Polydispersitét besitzt, also eine breitere
Molmassenverteilung vorliegt. Dies hétte zur Folge, dass die Membran inhomogener
aufgebaut ist, sprich mehr Defekte in der Membran entstehen, wodurch diese weni-

ger stabil und somit elastischer ist als der Trend der anderen Proben erwarten lasst.
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Abbildung 5.9: Detektorsignal-Piezo-Positions-Kurven von Polymersomen aus BCs mit
1 (a), 15 (b), 17 (c) bzw. 21 (d) MOXA-Wiederholungseinheiten. In der
Einfiigung sind entsprechende Hoéhenprofile dargestellt, wobei die Bal-

kenskala 200 nm entspricht.

Vernachlissigt man aus diesem Grund den letzten Messpunkt in Abbildung [5.10] ist
zu beobachten, dass die physikalischen Eigenschaften Elastizitdts- und Biegemodul
mit zunehmender Anzahl an MOXA-Wiederholungseinheiten ansteigen. Der Bereich,
in dem die Elastizitdtsmodule liegen (19-35MPa) ist jedoch aufgrund der verwend-
baren BCs beschrankt (nur BCs mit 11-21 MOXA-Wiederholungseinheiten bilden
Polymersome, vergleiche Abschnitt . Der erhaltene Bereich deckt sich mit dem
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Abbildung 5.10: Elastizitits- (a) und Biegemodul (b) in Abhéngigkeit von der Anzahl an
MOXA-Wiederholungseinheiten.

Literaturwert von 17 + 11 MPa fiir Polymersome aus PDMSgs-0-PMOXA; [81].

Das von von Karmena Jaskiewicz eingefiithrte Minimal-Modellsystem der Polymerso-
me wurde reproduziert und es wurden weitere Erkenntnisse dariiber erlangt, welche
in zukiinftigen Experimenten wertvolle Informationen liefern. Alle im folgenden be-
schriebenen Ergebnisse stammen aus Versuchen mit Polymersomen, die aus BCs mit
17 MOXA-Wiederholungseinheiten hergestellt wurden, da diese in PCS-Messungen

identisch zu der Referenz von Jaskiewicz et al. waren. Sie besafien einen Durchmesser

von 250 nm [148|.

5.2 Das Minimal-Modellsystem der Polymersome -
Teil 2: Wechselwirkungen zwischen

Polymersomen und Nanopartikeln

Im vorhergehenden Abschnitt wurden die Ergebnisse aus der Synthese der Blockco-

polymere dargestellt und die daraus hergestellten Polymersome charakterisiert. Es
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KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

wurde somit das Zell-Modellsystem der Polymersome vollstindig eingefiithrt. Will
man nun den transmembranen Transport von Nanopartikeln (NPs) analysieren, ist
es wichtig, Informationen iiber die Wechselwirkungen zwischen NPs und Polymerso-
men zu erhalten, womit sich am Anfang des folgenden Abschnitts beschéaftigt wird.
Danach werden die Szenarien beschrieben, die sich ergeben, wenn verschiedene NPs
mit Polymersomen gemischt werden. Anschlieffend werden Informationen iiber den
molekularen Aufbau der Membran von Polymersomen aus Cryo-TEM-Aufnahmen
gewonnen und mit Computersimulationen verglichen. Abschliefsend wird der Einfluss

der Form der Nanopartikel auf die Aufnahme in Polymersome analysiert.

5.2.1 Analyse der Wechselwirkungen zwischen verschieden

modifizierten Partikeln und Polymersomen mittels AFM

Wie oben erwihnt, ist es fiir das Verstédndnis des transmembranen Prozesses wichtig,
welche Kréfte zwischen den Polymersomen und verschieden modifizierten (Nano-
)Partikeln herrschen. Um die Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln und Poly-

mersomen verstehen zu konnen, wurden AFM-Messungen durchgefiihrt.

Im ersten Ansatz sollte auf eine, mit Focused-Ion-Beam (FIB) zugeschnittene Spitze
eines Cantilevers (siche Abbildung ; angefertigt von Maren Miiller, MPI fiir Poly-
merforschung) mit Hilfe eines Mikromanipulators ein einzelner Nanopartikel geklebt
werden, der im AFM eingesetzt werden sollte. Jedoch war die Spitze zu scharf, damit

ein Partikel daran haften konnte.

Im néchsten Ansatz sollte die Spitze eines Cantilevers durch Uberziehen mit Epoxy-
Kleber und anschliefendem Eintauchen in einen Nanopartikelhaufen mit Partikeln
bedeckt werden [158|, was jedoch daran scheiterte, dass es aufgrund der geringen Na-
nopartikelkonzentration nicht moéglich war, einen Haufen solcher Partikel zu finden.

Letztlich wurde die in beschriebene Colloidal Probe-Technik angewendet.
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1/29/2013 | HV WD mag det mode -
3:47:34 PM 5.00 kV 4.9 mm 5 000 x ETD SE

Abbildung 5.11: Mit FIB zugeschnittene Spitze eines Cantilevers.

Fiir diese AFM-Experimente wurden, wie schon erwéhnt, Polymersome aus BCs mit
17 MOXA-Wiederholungseinheiten verwendet, welche als Standard in allen weiteren
Experimenten zu sehen sind. Sie besitzen ein (-Potential von +28 mV. Pro modifi-
ziertem Cantilever (CTAB, PEG bzw Citrat; vergleiche Abschnitt wurde von
20 gespreiteten Polymersomen Kraft-Abstands-Kurven extrahiert (siehe Abbildung
5.12)).

Die dreimal 20 FD-Kurven wurden jeweils gemittelt. Eine Uberlagerung der drei re-
sultierenden Kurven, ist in Abbildung [5.13| dargestellt. Es ist deutlich zu sehen, dass
zwischen dem Citrat-modifizierten Cantilever und Polymersomen attraktive Wech-
selwirkungen vorherrschten, wohingegen sich der CTAB-modifizierte Cantilever und
Polymersome abstiefen. Der PEG-modifizierte Cantilever zeigte minimale Attrakti-
on. Dabei ist anzumerken, dass die Wechselwirkungen nur schwache elektrostatische
Wechselwirkungen sein konnen, da starke elektrostatische Wechselwirkungen eine

deutlich weitere Reichweite (mehrere hundert nm) zeigen wiirden [81].

Die Versuche wurden mit einem zweiten Satz identisch modifizierter Cantilever wie-
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Abbildung 5.12: Abbildung der fiir die Colloidal Probe-Technik modifizieren Cantilever
(al-c1), entsprechenden Hohenprofil (a3-c3) und eine Uberlagerung
aller erhaltenen Kraft-Abstands-Kurven (a2-c2).
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derholt. Ein Vergleich der Kraft-Abstands-Kurven beider Sétze zeigte, dass jeweils
alle drei Szenarien deutlich erkennbar sind (siehe Abbildung . Allerdings ist ein
unterschiedlicher Verlauf der FD-Kurven zu beobachten. Dies kann auf die Topogra-
phie der verwendeten Partikel zuriickgefiihrt werden. Betrachtet man z.B. die Abbil-
dungen bl und cl, so ist zu erkennen, dass die Partikel stark unterschiedliche
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Topographien besitzen. Es ist gut vorstellbar, dass eine so unterschiedliche Topogra-
phie bei identischer Modifizierung den verdnderten Verlauf der FD-Kurven hervorrief.
Dies bedeutet aber auch, dass keine quantitative Aussage tiber die Grofse der Wech-

selwirkungen getroffen werden kann.
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Abbildung 5.13: Uberlagerung der drei gemittelten Kraft-Abstands-Kurven: CTAB-
(magenta), PEG- (blau) und Citrat-modifiziert (griin) inklusive Feh-
lerbalken.

Die Abbildungen [5.12]-[5.14] zeigen, dass die Steigung aller Kraft-Abstands-Kurven
annahernd identisch sind. Wie in Abschnitt dargestellt, werden aus der Stei-
gung der FD-Kurven und dem Hohenprofil des Polymersomes dessen physikalische
Eigenschaften bestimmt. Bei der Bestimmung der physikalischen Eigenschaften in
Abschnitt wurden mit einem Siliciumnitrid-Cantilever gearbeitet. Es stellt sich
nun die Frage, ob auch der Cantilever der Colloidal Probe-Technik verwendet werden
kann, um die physikalischen Eigenschaften der Polymersome zu bestimmen. Des-
halb wurde exemplarisch die Steigung einer FD-Kurve einer Messung mit Citrat-
modifizierten Cantilever gefittet und daraus die Steitheit ke, —0,060 N/m des ent-

sprechenden Polymersoms gewonnen. Mit der Breite W =297 nm und Héhe H=63 nm
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Abbildung 5.14: Uberlagerung der gemittelten FDs aus mit den FDs aus der Wie-
derholung des selbigen Experiments, wobei die entsprechenden Kurven
von CTAB (magenta bzw. hellmagenta), PEG (blau bzw. hellblau) und
Citrat (griin bzw. hellgriin) gleiches Adhésionsverhalten zeigen.

wurden der Elastizititsmodul £F=13,82 MPa und der Biegemodul xz=33,73107J
berechnet. Diese Werte liegen im Bereich der Werte aus Abschnitt (vergleiche
Tabelle , wodurch bestétigt wurde, dass auch der Cantilever der Colloidal Pro-
be-Technik dazu verwendet werden kann, um die physikalischen Eigenschaften der

Polymersome zu bestimmen.

Die mit Colloidal Probe-Technik erarbeitete Methode, mit modifizierten Partikeln
Polymersome zu analysieren, ist einerseits dazu geeignet, die Wechselwirkungen zwi-
schen dem Partikel und dem Polymersom abzuschéitzen, andererseits konnen aus die-
sem Experiment die physikalischen Eigenschaften der Polymersome extrahiert wer-
den. Mit einem Experiment konnen zwei Informationen gleichzeitig gewonnen werden,

die fiir den transmembranen Transport von grofer Bedeutung sind.

Welche Szenarien ergeben sich, wenn Polymersomen mit Nanopartikeln gemischt wer-

den, die identisch modifiziert wurden wie die Spitzen der Cantilever in der Colloidal
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Probe-Methode? Dieser Frage wird im ndchsten Abschnitt nachgegangen.

5.2.2 Interaktion verschieden modifizierter Nanopartikel mit

Polymersomen

Mit dem Wissen aus den AFM-Experimenten, dass unterschiedlich modifizierte Par-
tikel unterschiedliche Wechselwirkungen zeigten, wurden in diesem Abschnitt Gold-
Nanopartikel (Au-NPs) in derselben Art und Weise wie die Cantilever in der Col-
loidal Probe-Methode im vorhergehenden Abschnitt modifiziert. Nach der Charakte-
risierung der NPs wurden diese mit Polymersomen gemischt und die verschiedenen

Szenarien mittels Cryo-TEM und PCS analysiert.

Charakterisierung der verwendeten Nanopartikel

Die im folgenden Unterkapitel dargestellten Resultate wurden in der Publikation Sur-
face Asymmetry of Coated Spherical Nanoparticles [142| veroffentlicht. Die verwende-
ten Citrat-Gold-Nanopartikel (Citrat-Au-NPs) wurden mittels hochauflésender TEM
(HR-TEM), TEM sowie mit (-Potential-Messungen analysiert.

TEM-Analysen ergaben, dass die Partikel einen Durchmesser von 44 +4nm besa-
fsen (Abbildung a), b)). Somit lag das theoretisch optimale Radienverhéltnis
von Nanopartikel zu Polymersom von etwa 1:6 vor. Die intrinsische Kristallinitat der

Au-NPs ist in Abbildung c) gezeigt.

Die Citrat-Partikel wurden mit CTAB und PEG modifiziert (Sebastian Harms, Uni-
versitdt Mainz) und mit (-Potential-Messungen gezeigt, dass die Partikel positiv
(CTAB-modifiziert), leicht negativ (PEG-modifiziert) und stark negativ (Citrat-mo-
difiziert) geladen waren (vergleiche Tabelle [5.3)).
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Abbildung 5.15: TEM Aufnahme von Citrat-Au-NPs (a) mit entsprechender Grofkenver-
teilung (b) und HR-TEM Abbildung in der die intrinsische Kristallinitét
zu sehen ist (c) [142].

Tabelle 5.3: (-Potentiale der verwendeten Au-NPs.

Probe (-Potential / mV
Citrat-Au-NPs -29
PEG-Au-NPs -2
CTAB-Au-NPs +54

Diese Partikel wurden jeweils mit Polymersomen aus BCs mit 17 MOXA-Wiederho-
lungseinheiten gemischt und mittels Cryo-TEM und PCS analysiert.

Cryo-TEM-Betrachtungen

In den Cryo-TEM-Abbildungen zeigten die drei unterschiedlich modifizierten Parti-
kel drei unterschiedliche Szenarien. Die positiv geladenen, CTAB-modifizierten Gold-
Nanopartikel (CTAB-Au-NPs), welche in dem AFM-Messungen repulsive Wechsel-
wirkungen zeigten, waren unabhéngig von den Partikeln zu finden. CTAB-Au-NPs
und Polymersome koexistierten also (siehe Abbildung a) und b)). Die PEG-Au-

NPs, welche ein leicht negatives (-Potential besafsen und in den AFM-Experimenten
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minimale Attraktion zeigten, waren in Cryo-TEM-Abbildungen zusammen mit den
Polymersomen zu beobachten (siehe Abbilung ¢)). Dabei waren die NPs an die
Membran angelagert, verformten diese, wurden aber nicht aufgenommen. Im Fall der
stark negativ geladenen Citrat-Au-NPs, welche in den AFM-Messungen deutlich at-
traktive Wechselwirkung zeigten, war Partikelaufnahme zu beobachten. So wurden

die NPs komplett von der Membran der Polymersome umschlossen (siehe Abbildung

510d)- 1))

Citrat-Au-NPs aus einem anderen Ansatz mit einem Durchmesser von 41 nm zeigten

identisches Verhalten und wurden ebenfalls von den Polymersomen aufgenommen

(siche Abbildung [5.17)).

Parallel zu den Cryo-TEM-Messungen wurden von Amelie Koch PCS-Messungen an
identischen NP-Polymersom-Mischungen durchgefiihrt. Dabei wurde die intrinsische
Kristallinitét (siche oben) der NPs ausgenutzt. Wegen dieser intrinsischen Kristal-
linitdt konnte polarisierte und unpolarisierte Lichtstreuung gemessen werden, was
zur Folge hatte, dass mit nur einem Versuchsaufbau die NPs und die Polymersome
gesondert detektiert werden konnten. Dadurch konnten dieselben Szenarien herausge-
arbeitet werden, die in den Cryo-TEM-Abbildungen oben gezeigt wurden. Zusétzlich
konnte unterschieden werden, ob die aufgenommenen Citrat-Au-NPs frei im Inneren
diffundierten, oder nach Aufnahme in die Membran der Polymersome eingelagert war,
wobei laut PCS letzteres Szenario der Fall war. Detaillierte Ausfithrungen sind in der
Publikation Endocytosis in Polymersomes: Interactions of Gold Nanospheres with

Polymeric Membranes |159] oder der Dissertation von Amelie Koch zu finden [148].

Wie erwihnt zeigten PCS-Messungen, dass die NPs nach Aufnahme in der Mem-
bran eingelagert waren. Aus den Cryo-TEM-Abbildungen d) und e) sowie [5.17]
b) und d) kénnte gefolgert werden, dass die Partikel nicht an der Membran hafteten.

Die Abbildungen f), a) und c) sowie a) und b) zeigen jedoch, dass die
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Abbildung 5.16: Cryo-TEM-Aufnahmen verschiedener Au-NPs, gemischt mit Polymerso-
men zeigen keine Interaktion fiir CTAB-Au-NPs (a, b), Anlagerung fiir
PEG-Au-NPs (c¢) und Aufnahme fiir Citrat-Au-NPs (d-f).

Partikel in die Membran eingelagert waren. Ein entsprechendes theoretisches Modell
wurde von Balazs et al. publiziert (vergleiche Abschnitt . Die Partikel, die
so aussehen, als wiirden sie nicht an der Membran haften, waren in die obere oder
untere Polymersommembran eingelagert. Um dies einwandfrei nachweisen zu konnen,

miisste Cryo-Tomographie durchgefiihrt werden. Hierfiir ist jedoch die Konzentrati-
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Abbildung 5.17: Cryo-TEM-Aufnahmen in Polymersome aufgenommer Citrat-Au-NPs.

on der verwendeten Polymersom-Dispersion zu gering. Ein nétiges Aufkonzentrieren

war, wie in Abschnitt [5.1.3] schon diskutiert, nicht moglich.

Abbildung 5.18: Cryo-TEM-Abbildungen, die die Aufnahme und Einlagerung von Citrat-
Au-NPs mit einem Durchmesser von 41nm (a) bzw. 44nm (b) in die
Polymersommembran zeigen.
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Freie Partikel in Cryo-TEM-Aufnahmen

PCS-Messungen zeigten des Weiteren, dass im Falle der Citrat-Au-NPs-Polymersom-
Mischungen, keine Partikel frei in der Losung vorlagen [148|. In Cryo-TEM-Abbildung-
en war jedoch eine Vielzahl an freien Partikeln zu sehen (siehe Abbildung a)).
Um zu verifizieren, ob dies auf die Probenpraparation zuriickzufithren war, wurde
folgendes Experiment durchgefiihrt: Eine zu den Cryo-TEM-Versuchen identische
Dispersion aus Partikeln und Polymersomen wurde auf ein Trédgernetz mit Kohlen-
stofffilm gegeben. Nach Trocknen wurde die Probe mit TEM analysiert. Es war um
jeden Partikel/jede Gruppe von Partikeln ein sphérischer, dunkelgrauer Schatten zu
sehen, welcher von den Polymersomen stammte, die beim Trocknen zerstort wurden
(sieche Abbildung b)-c)). Es ist zu folgern, dass in der Dispersion keine frei-
en Partikel vorlagen. Freie Partikel im Cryo-TEM-Abbildungen waren somit auf die

Probenpréparation zuriickzufiihren.

5.2.3 Energetische Betrachtungen der NP-Aufnahme

Interessante Simulationen wurden von Mingyang Hu und Markus Deserno (Depart-
ment of Physics, Carnegie Mellon University, Pittsburgh, PA 15213) durchgefiihrt. In
diesen Simulationen wurden amphiphile Molekiile (Lipide) durch drei Kugeln simu-
liert, zwei hydrophobe und eine hydrophile (siche Abbildung a)). Die hydropho-
ben Regionen unterschiedlicher Lipide zeigten starke weitreichende attraktive Wech-
selwirkungen. Ebenso die hydrophilen Regionen unterschiedlicher Lipide, allerdings
mit umgekehrtem Vorzeichen. Dadurch wurde gewéhrleistet, dass die simulierten Li-
pide sich analog zu natiirlichen Lipiden verhalten. Folglich konnte ein Vesikel erstellt

werden, dessen Dimension der in dieser Arbeit verwendeten Polymersome entsprach.

Diese Vesikel wurden mit Partikeln versetzt, wobei zwischen den Vesikeln und den
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Abbildung 5.19: a) Cryo-TEM-Aufnahme einer NP-Polymersom-Mischung, bei der freie
NPs zu sehen sind. b-d) TEM-Aufnahmen einer NP-Polymersom-
Mischung, die auf einem Kohlefilm getrocknet wurde.

Partikeln attraktive, kurzreichweitige Wechselwirkungen vorherrschten. In einer Si-
mulation wurde die Adhésionsenergie betrachtet, die durch die attraktive Wechsel-
wirkung zwischen Partikel und Vesikel bei Kontakt entsteht. Der zeitliche Verlauf der
Adhésionsenergie ist in Abbildung b) dargestellt. Es ist zu sehen, dass sich die
Adhésionsenergie sprunghaft dndert, wenn ein Partikel in Kontakt mit dem Vesikel
tritt (= Adsorption). Nach der Adsorption wird der Partikel von der Vesikel-Membran
aufgrund der attraktiven Wechselwirkung umwickelt, wodurch kontinuierlich Adha-

sionsenergie entsteht, bis der Partikel komplett vom Vesikel aufgenommen ist [78].

Welche Informationen kénnen daraus auf die experimentellen Befunde iibertragen
werden? Im Folgenden wird das Verhalten der drei verschiedenen NP-Typen (CTAB-

, PEG-, bzw Citrat-modifiziert), bezogen auf die Simulationen, analysiert.
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Abbildung 5.20: a) Schematischer Aufbau der zur Simulation verwendeten amphiphielen
Molekiile. b) Verlauf der Adhésionsenergie beim Analagern mehrerer
Partikel

Da die CTAB-Au-NPs mit den Polymersomen keine attraktiven Wechselwirkungen
zeigten, wie mit den AFM-Messungen gezeigt wurde, werden diese nicht weiter dis-

kutiert.

Die PEG-Au-NPs zeigten Anlagerung an die Polymersome. Somit lagen attrakti-
ve Wechselwirkungen zwischen den NPs und den Polymersomen vor, was auch durch
die AFM-Messungen bestétigt wurde (siche Abschnitt [5.2.1)). Auf der entsprechen-
den Cryo-TEM-Aufnahme (Abbildung[5.16|c)) ist zu sehen, dass die Membran leicht
verformt ist. Das Verformen der Membran bedarf Energie. Je stiarker die Membran
verformt wird (gedehnt bzw. zusammengedriickt), desto mehr Energie muss aufge-
wendet werden (siche Abschnitt [2.4)). Diese Energie kann nur durch die Attraktion
zwischen NP und Polymersom gewonnen werden (= Adhésionsenergie). Der Ener-
giegewinn der Adsorption reicht, um die Membran, wie beobachtet, signifikant zu
verformen. Ein weiteres Einwickeln des NPs fordert mehr Verformung der Membran,
also mehr Energie. Da dies jedoch nicht auftritt ist zu folgern, dass die Wechselwir-
kungn zwischen NP und Vesikel zu schwach sind, als dass sich die Membran weiter

Verformen kann.
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Im Falle der Citrat-Au-NPs liegen deutlich stérkere attraktive Wechselwirkungen
zwischen NP und Polymersom vor als bei den PEG-modifizierten Au-NPs (vergleiche
AFM-Messungen in Abschnitt . Diese attraktive Wechselwirkung ist so grofs,
dass nach der Adsorption der NPs genug Adhésionsenergie gewonnen wird, um die
Membran weiter zu verformen bis der Partikel komplett aufgenommen ist. In den
entsprechenden Cryo-TEM-Abbildungen ist die Aufnahme der NPs zu beobachten
(vergleiche Abbildung d-f).

Die vorausgehenden Ausfiihrungen zeigten, dass sich die experimentellen Befunde
mit Computersimulationen erkldren lassen. Es konnte das Verhalten unterschiedlich
modifizierter NPs durch die Simulation der Adhésionsenergie, die sich aus den attrak-

tiven Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln und Vesikeln ergab, erklart werden.

5.2.4 Molekulares Verhalten der BCs in der Membran

Bei Zellen und Vesikeln ist bekannt, dass sich die Membran aus einer Lipiddoppel-
schicht zusammensetzt [22|. Aber wie ordnen sich die BCs in der Polymersomme-
bran an? Wie sieht der molekulare Aufbau der Membran aus, wenn ein Partikel in
der Membran verankert ist wie z.B. in Abbildung a)? Diesen Fragen werden im
folgenden Abschnitt diskutiert.

Die SAXS-Messungen ergaben, unabhéngig von der Linge des PMOXA-Blocks, eine
konstante Membrandicke. Deshalb wird angenommen, dass eine innere PDMS-Schicht
und zwei dufsere PMOXA-Schichten vorliegen. Mogliche Szenarien der Anordnung der
BCs sind in Abbildung dargestellt: a) die BCs bilden, analog zu Lipiden, eine
Doppelschicht, b) die BCs sind so weit gestreckt, dass sie die ganze Schale {iberspan-

nen oder ¢) die BCs sind gekippt und somit noch weiter gestreckt.
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a) b) c)

Y

Abbildung 5.21: Verschiedene schematische Besetzungen der Membran durch die Block-
copolymere.

Um eine Idee zu bekommen, welches der drei Szenarien am wahrscheinlichsten vor-
liegt, werden folgende Betrachtungen herangezogen: Das eine Extrem ist das freie
Polymer. Der mittlere Gyrationsradius (S) einer freien PDMS-Kette mit der mola-
ren Masse M kann mit:

(5) _ 232
p = T80 2A (5.1)

berechnet werden [160]. Das verwendete PDMS hat eine molare Masse von 5000 g/mol
und somit einen mittleren Gyrationsradius von 1,9 nm. Das andere, wenn auch nur
theoretisch realisierbare Extrem ist das komplett gestreckte Molekiil. Unter Annah-
me der in der Literatur angegebenen Lange der Atombindungen [161] und einem
120 °~-Winkel erhélt man fiir dieses PDMS eine maximale Lénge von 22,2 nm. Da die
Membran einen Durchmesser von 16 nm besitzt, sind alle drei Szenarien theoretisch
moglich. Aus Sicht der Entropie ist Zustand a) am giinstigsten, da hier das Polymer
die meisten Freiheitsgrade besitzt. Die Zustdnde b) und c) kénnen nur eintreten, wenn
die Energie, die kompensiert werden muss, um die Polymere zu strecken, durch in-
tramolekulare Wechselwirkungen gewonnen wird. Da PDMS einen Dipol von £ 0,6 D
besitzt, sind sowohl Dipol-Dipol-, als auch hydrophobe Wechselwirkungen denkbar.
Es ist anzunehmen, dass die Membran umso steifer wére, je mehr intramolekulare

Wechselwirkungen vorliegen. Da die vorliegende Membran fiir ein Polymersom je-
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doch einen relativ kleinen Elastizitdtsmodul besitzt, ist anzunehmen, dass die BCs

sich vorrangig entsprechend der Situation a) in Abbildung [5.21] anordnen.

Wird nun ein Nanopartikel, der komplett von einer polymeren Doppelschicht um-
geben ist, in die Membran des Polymersoms eingelagert (analog zu Abbildung [5.17]
a, unterer NP), entsteht das in Abbildung gezeigte Schema. Dabei ist festzustel-

len, dass zwei Doppelschichten aufeinandertreffen (rot umrandet).

Abbildung 5.22: Schematische Darstellung der Einlagerung eines von einer Doppelschicht
umgebenen NPs in die Membran eines Polymersoms.

Besetzt man die Doppelschichten schematisch mit BCs (siehe Abbildung [5.23[ )),
stoft man dort, wo sich die beiden Doppelschichten treffen, auf das Problem, dass ein
Bereich nicht leicht zu besetzten ist (griin hinterlegt in Abbildung b). Auferdem
liegt ein Bereich vor, in dem eine sehr hohe Kriimmung der Membran zu finden ist,

was zur Folge hat, dass dort Kopfgruppen der BCs sterisch unvorteilhaft angeordnet
sind (blau hinterlegt in Abbildung b).

Das bisher betrachtete Schema war eine einfache Darstellung des in die Membran
eingelagerten NPs. Passt man das Schema den Ergebnissen aus den Cryo-TEM-
Messungen an (siehe Abbildung und besetzt die Membran schematisch, ist
wiederum eine Fléache frei (griin hinterlegt in Abbildung b), welche als Defekt
zu sehen ist. Diese muss durch Strecken der vorhandenen BCs besetzt werden. Die

dafiir notwendige Energie kann durch die positiven Wechselwirkungen zwischen Mem-
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Abbildung 5.23: a) Schematische Besetzung der Doppelschichten mit BCs; b) Probleme
bei der schematischen Besetzung der Doppelschicht mit BCs, durch Auf-
treten von Liicken (griin hinterlegt) und Bereichen hoher Membrankriim-
mung (blau hinterlegt).

bran und Partikel gewonnen werden (vergleiche Abschnitt [5.2.3)).

a)
"o
®

Abbildung 5.24: a) Zum besseren Verstandnis gedrehte Cryo-TEM-Abbildung mit
Vergroferung im Einschub; b) Schematischer Verlauf der Doppelschicht
und dessen Besetzungen mit BCs und dem entstandenen Defekt (griin
hinterlegt) im Einschub.

Da das Besetzen der Flache nur durch Strecken der vorhandenen Molekiile statt-
finden kann, wére theoretisch eine verringerte Dichte in dieser Region zu erwarten.
Dies kann mit Cryo-TEM-Messungen nicht bestatigt werden, da die Auflosung des

verwendeten Cryo-Transmissionselektronenmikroskops zu gering ist.
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Betrachtet man Abbildung [5.17]¢) (vergréRert in Abbildung[5.25 a) dargestellt) und
zeichnet das Szenario schematisch nach (siche Abbildung b)), ist der in Abbil-
dung b) beschriebene Defekt (griine Fléche) sechs mal zu finden. Woher kommt
die dafiir notwendige Energie? Einerseits ist eine Erklarung durch den Aufnahme-
prozess denkbar. Ist ein Partikel aufgenommen und in der Membran verankert, liegt
in dessen Néhe eine Region vor, die schon gekriimmt ist (siehe z.B. Abbildung |5.24]).
Lagert sich in dieser Region ein weiterer Partikel an, wird beim Anlagern auf einmal
viel mehr Adhésionsenergie frei, als beim Anlagern an eine freie Membran, da mehr
Kontaktflache vorliegt. Es wird also viel Adhésionsenergie gewonnen, ohne Energie
fiir die Verformung der Membran aufwenden zu miissen. Ein weitere Erklarung kann
beim genaueren Betrachten der Abbildung [5.17| ¢) (bzw. a) gefunden werden.
Es ist festzustellen, dass der Abstand zwischen den Partikeln mit ca. 10nm kleiner
ist als die durchschnittliche Dicke der Polymersommembran mit 16 nm. Die Partikel
néhern sich also weiter an, wodurch die Defektflachen (griin dargestellt in Abbildung
b)) verringert werden und die BCs weniger gestreckt werden miissen, um die-
se Flache zu besetzten. Dies bedeutet wiederum, dass weniger Energie aufgewendet

werden muss.

Abbildung 5.25: a) Vergroferung der Cryo-TEM-Abbildung c¢). b) Entsprechender
schematischer Verlauf der Membran.
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Auch zu Defekten in der Membran wurden Simulationen an dem in Abschnitt [5.2.3]
eingefithrten Vesikel-System durchgefithrt (Mingyang Hu und Markus Deserno). Es
wurde beobachtet, dass Partikel nicht nur einzeln aufgenommen werden, sondern auch
Szenarien vorliegen, in denen zwei oder drei Partikel zusammengelagert sind und sich
teilweise eine Doppelschicht teilen (siehe exemplarisch fiir zwei Partikel Abbildung
. Wie beim Einlagern eines von einer Doppelschicht umgebenen Partikels in der
Membran (vergleiche Abbildung, treffen zwei Doppelschichten aufeinander, was
wie oben gezeigt zu Defekten fiihrt (rot umrandet in Abbildung [5.26]).

Abbildung 5.26: Schematische Darstellung des Verlaufs der Membran, wenn sich zwei
NPs teilweise eine Doppelschicht teilen.

In dieser Simulation wurde fiir einen NP, zwei und drei NPs die durchschnittliche
Energie pro Lipid-Molekiil der Doppelschicht berechnet (siehe Abbildung |5.27)). Da-
bei wurde festgestellt, dass die Energie pro Molekiil deutlich erhoht ist, wenn sich
zwei NPs teilweise eine Doppelschicht teilen. Dies ist auf die in Abbildung [5.26] ge-
zeigten Defekte zuriickzufiihren, die von den Lipiden durch Strecken oder Umlagern
kompensiert werden miissen. Allgemein kann gesagt werden, dass die Gesamtenergie
pro Lipid umso hoher ist, je mehr Partikel zusammengelagert sind. Daraus lasst si-

cher erkldren, warum NPs voranging einzeln aufgenommen werden.

In diesem Abschnitt konnte aus Cryo-TEM-Abbildungen ein molekulares Verstand-
nis der Membran entwickelt werden, welches durch Computersimulationen bestéatigt

wurde.
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Abbildung 5.27: Berechnete Gesamtenergie pro Membranmolekiil fiir einzelne NPs und
Zusammenalgerung von 2 bzw. 3 NPs.

5.2.5 Einfluss der Form der Nanopartikel auf die Aufnahme in

Polymersome

In den vorhergehenden Abschnitten wurde gezeigt, dass nur hinreichend negativ ge-
ladene Nanopartikel Aufnahme in Polymersome zeigten. Um den Einfluss der Form
eines Partikels auf die Aufnahme zu analysieren, wurden Gold-Nanostédbchen (Gold-
Nanorods, Au-NRs) mit verschiedenen Seitenverhéltnissen (2,9-4,2) verwendet (siehe
TEM-Aufnahmen in Abbildung [5.28). Dabei wurde darauf geachtet, dass die Brei-
te der NRs moglichst konstant ist und das Volumen der NRs vergleichbar zu dem
der NPs aus Abschnitt war. Bei den Experimenten sollte auch herausgefunden
werden, ob ein maximales Seitenverhéltnis vorliegt, bis zu dem NRs aufgenommen
werden. Alle NRs wurden mit 11-Mercaptoundecansaure (MUA), wie in Abschnitt
beschrieben, modifiziert und deren ¢-Potential bestimmt (siehe in Tabelle [5.4)).

Sowohl PCS (Wird in der Dissertation von A. Koch genauer diskutiert [148]), als auch
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Abbildung 5.28: TEM-Aufnahmen der verwendeten Au-NRs 700 (a), 750 (b), 780 (c),
808 (d) und 850 (e). Die Balkenskala betrégt 100 nm.

Tabelle 5.4: (-Potentiale der verwendeten MUA-Au-NRs.

Probe Lénge / nm Breite / nm Seitenverhéltnis (-Potential / mV

700 682+10,0 233445 2,9 12
750 73,7483 229428 3,2 15
780 63,7496  168+28 3.8 -18
808  67,1+£86  17.6+28 3.8 -20
850 714488 17,0422 4,2 16

Cryo-TEM-Experimente zeigten, dass die Aufnahme aller verwendeten Nanostdbchen
moglich war (siehe Abbildung [5.29). Es konnte somit kein maximales Seitenverhélt-
nis gefunden werden, bis zu welchem NRs aufgenommen werden. NRs mit héherem
Seitenverhéltnis, aber der nétigen Breite waren nicht verfiighar. Es sei anzumerken,
dass in Tabelle die gemittelten Seitenverhéltnisse von je 100 vermessenen NRs
angegeben sind, wohingegen in der Abbildungen [5.29]das Seitenverhéltnis des jeweils

langsten, aufgenommenen NRs, angegeben ist.

Es stellt sich nun die Frage, wie die Aufnahme eines asymmetrischen Partikels ver-
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Abbildung 5.29: Cryo-TEM-Aufnahmen von in Polymersome aufgenommenen MUA-Au-
NRs mit unterschiedlichen Seitenverhéltnissen.

lauft. In der Literatur existieren zwei sich widersprechende Modelle zur Aufnahme
von Nanostédbchen in Vesikel, die schon in Abschnitt dargestellt wurden. Da der
Aufnahmeprozess dynamisch ist, Cryo-TEM aber ein Abbild eines Momentes gibt,
kann der Aufnahmeprozess nicht direkt verfolgt werden. Es koénnen jedoch die ver-
schiedenen Schritte der Aufnahme an unterschiedlichen Polymersomen beobachtet

werden. So werden in Abbildung Ausschnitte aus Cryo-TEM-Abbildungen mit
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dem von Huang et al. postulierten Hinlegen-und-Aufrichten-Mechanismus verglichen.

‘#"“" 929, y B L0900 390002009900009901

Abbildung 5.30: Vergleich des Hinlegen-und-Aufrichten-Mechanismus nach Huang et al.
mit Ausschnitten aus Cryo-TEM-Aufnahmen.

Auch fiir die Aufnahme von vertikal, bzw. horizontal andockenden Nanostdbchen
nach Yang et al. konnten Ausschnitte aus Cryo-TEM-Aufnahmen gefunden werden

(sieche Abbildung [5.31)).

Aus den gezeigten Cryo-TEM-Ausschnitten kann nicht gefolgert werden, welcher der
beiden postulierten Mechanismen tatsachlich vorlag. Es ist allerdings zu vermuten,
dass der von Huang et al. publizierte Mechanismus im vorliegenden System zumindest
nicht ganz bis zum Ende stattfindet. Der letzte Schritt in Abbildung das Ab-
kapseln des aufgenommenen Nanostébchens, ist mit PCS-Messungen auszuschliefien,
da keine freien Nanostédbchen in den Polymersomen zu beobachten waren . Im
entsprechenden Cryo-TEM-Ausschnitt kann das aufgenommene, vermeintlich freie,
Nanostdbchen wiederum in die obere oder untere Polymersommembran eingelagert

sein.
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Abbildung 5.31: Cryo-TEM-Ausschnitte (a-d), die dem Modell (Einfiigungen) von Yang
et al. entsprechen.

5.3 Das Modellsystem der riesigen unilamellaren

Vesikel

Nachdem die Aufnahme von NPs im Minimal-Modellsystem der Polymersome im
Detail studiert wurde, sollen die Erkenntnisse auf ein natiirliches System iibertragen
werden. Da die Polymersome jedoch hinsichtlich Grofe, Membrandicke und Ober-
flichenladung weit vom natiirlichen System (in diesem Fall Erythrozyten) entfernt
sind, wurde ein Modellsystem aufgebaut, welches zwischen Polymersomen und Ery-
throzyten lag. Dazu wurden riesige unilamellare Vesikel (GUVs) hergestellt. Einen

Vergleich der drei Systeme liefert Tabelle [5.5]

Nach einer kurzen Charakterisierung der GUVs und der verwendeten Partikel, wer-
den in diesem Abschnitt die Resultate der Experimente verschieden modifizierter,

1 um grofer Partikel mit den GUVs dargestellt.
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Tabelle 5.5: Vergleich von Polymersomen, GUVs und RBCs hinsichtlich Durchmesser D,
(-Potential, Membrandicke h und Zusammensetzung.

Polymersome GUVs RBCs
D / um 0,25 5 5
(-Potential / mV +28 -39 -15
h / nm 16 4-5 4-5
Zusammensetzung BCs Lipide (Egg-PC) | Lipide, Proteine, Enzyme
+ Cytoskelett

5.3.1 Charakterisierung der GUVs und der verwendeten

Partikel

GUVs wurden mit Hilfe von ¢DICE (siehe Abschnitt hergestellt. Aufgrund des
verwendeten Lecithins (aus Eiweif) zeigten die GUVs ein (-Potential von -39 mV.
Abbildung zeigt eine CLSM-Aufnahme der hergestellten GUVs, die mit Cell-
Mask™Deep Red angefarbt worden war und 5-10 pm grof sind.

Abbildung 5.32: CLSM-Aufnahme von GUVs, die mit CellMask™Deep Red angefiarbt
wurden. Die Balkenskala betragt 5 um.

102



5.3. DAS GUV-MODELLSYSTEM

Um das theoretisch postulierte und im Minimal-Modellsystem der Polymersome vor-
liegende Radienverhéltnis von Partikel zu Vesikel von ca 1:6 zu wahren, wurden fol-
gende 1um groke Partikel (Mikropartikel, uPs) verwendet (vergleiche Tabelle [3.2):
Carboxyl- und Amino-funktionalisierte sowie unmodifizierte Polystyrol-Mikropartikel
(COOH-, NHs- bzw. plain-PS-uP;, Fa. Kisker); Amino-funktionalisierte und unmo-
difizierte Siliciumdioxid-Mikropartikel (NHy- bzw. plain-SiO-pPs; Fa. Kisker); N-(6-
Amino-hexyl)-3-aminopropyltrimethoxysilan-modifizierte Siliciumdioxid-Mikroartikel
(AHAPS-SiO9-pPs; Ch. Goroncy, AK Graf, FU Berlin nach [144]). Von allen pPs
wurde das (-Potential in wéssrigem Medium gemessen (sieche Tabelle [5.6)).

Tabelle 5.6: Modifizierung, Material und {-Potentiale der verwendeten Partikel in Wasser.

Probenname Modifizierung Material (-Potential / mV

NH,-PS-1Ps Amino- Polystyrol -23
plain-PS-uPs - Polystyrol -29
COOH-PS-uPs Carboxyl- Polystyrol -30
AHAPS-Si09-puPs AHAPS Siliciumdioxid 12
NH,-SiOg-pPs Amino- Siliciumdioxid 3
plain-SiOq-puPs - Siliciumdioxid -48

Die NH,-SiO5-1Ps und die AHAPS-SiO,-uPs zeigten positives (-Potential. Die Werte
aller anderen Partikel lagen im negativen Bereich, was fiir die NHo-PS-uPs iiberra-
schend war. Da sowohl der Einfluss der Ladung, als auch der des zugrunde liegenden
Materials analysiert werden sollte, wurden, wie in Abschnitt beschrieben, die
am schwichsten negativ geladenen NHy-PS-puPs mit den positiv geladenen Mole-
kiilen CTAB bzw. PolyDACMAC umgeladen, um auch positiv geladene Polystyrol-
Mikropartikel vermessen zu konnen. Nach ein- bzw. dreimaligem Zentrifugieren wurde
dass (-Potential gemessen (siche Tabelle . Es ist festzustellen, dass beide umgela-
denen Partikel nach einmaligem Zentrifugieren deutlich positiv geladen waren. Nach

dreimaligem Zentrifugieren lag das (-Potential der PolyDACMAC-PS-pPs-(3c) noch
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leicht im Positiven, das der CTAB-PS-uPs-(3c) jedoch wieder stark im Negativen.

Tabelle 5.7: (-Potentiale der umgeladenen Partikel in wéassrigem Medium.

Probe Anzahl an Zentrifugieren (-Potential / mV
CTAB-PS-1Ps-(1c) 1 21
CTAB-PS-1Ps-(3c) 3 -20

PolyDACMAC-PS-pPs-(1c) 1 29
PolyDACMAC-PS-pPs-(3c) 3 5

5.3.2 Interaktion verschiedener Mikropartikeln mit GUVs

Alle Mikropartikel, die im vorhergehenden Abschnitt eingefiihrt wurden, wurden mit
fluoreszensmarkierten GUVs gemischt (vergleiche Abschnitt [4.2.1)) und mit Hilfe von
CLSM analysiert.

Es war festzustellen, dass die negativ geladenen PS-pPs (COOH-, NHs- und plain-
PS-uPs) keinerlei Interaktion mit den GUVs zeigten und separat von den Vesikeln
detektiert wurden. GUVs und die entsprechenden Mikropartikel koexistierten (sie-
he Abbildung [5.33). Bei den SiOy-pPs zeigten die negativ geladenen plain-SiOy-Ps
ebenfalls keine Interaktion (siche Abbildung a) und b)). Dementgegen war bei
den positiv geladenen SiOg-pPs (NHp- und AHAPS-SiOs-pPs) zu beobachten, dass
die Partikel von den GUVs angezogen wurden und zusammen beobachtet werden

konnten (sieche Abbildung c)-1)).

Die umgeladenen Partikel zeigten ein unerwartetes Verhalten. Beide einmalig zen-
trifugierten, umgeladenen PS-Mikropartikel (CTAB- bzw. PolyDACMAC-PS-uPs-
(1c)) waren an GUVs angelagert (siche Abbildung a) und c)). Allerdings waren
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plain-PS-uPs COOH-PS-uPs

NH>-PS-pPs

Abbildung 5.33: CLSM-Aufnahmen von Mischungen aus GUVs und verschiedenen PS-
uPs: NHo-PS-4Ps (a und b), plain-PS-uPs (c und d) bzw. COOH-PS-u
(e und f); Die Balkenskala betrégt 5 pum.

die GUVs stark deformiert und zeigten multilamellare Strukturen, was bei reinen
GUVs, bzw. anderen GUV-uP-Mischungen nicht zu beobachten war (vergleiche Ab-
bildungen und [5.34)). Die dreimal zentrifugierten Partikel waren schwach positiv
(PolyDACMAC-PS-1:Ps(3c)), bzw. negativ geladen (CTAB-PS-pPs-(3c¢)) und zeig-
ten keinerlei Interaktion mit den GUVs (siehe Abbildung b) und d)).
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plain-SiO,-1LPs

NHz-SiOz-MPS

AHAPS-SiO,-L1Ps

Abbildung 5.34: CLSM-Aufnahmen von Mischungen aus GUVs und verschiedenen SiOs-
uPs: plain-SiOg-pPs (a und b), NH2-SiOg-pPs (¢ und d) bzw. AHAPS-
SiO2-uPs (e und f); Die Balkenskala betrigt 5 um.

Fiir das Verhalten der umgeladenen, einmal zentrifugierten Partikel gibt es zwei mog-
liche Erkldrungen. Wie an den (-Potential-Messungen zu sehen ist, nimmt die Ladung
beider umgeladener Mikropartikel (CTAB-, bzw. PolyDACMAC-PS-4Ps) vom ein-
maligen zum dreimaligen Zentrifugieren stark ab. Daraus kann gefolgert werden, dass
die Molekiile (CTAB bzw. PolyDACMAC) nur schwach auf der Oberflache adsorbiert
sind. Adsorbiert nun ein PolyDACMAC-PS-uPs-(1c) (gleiches gilt fiir CTAB-PS-
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5.3. DAS GUV-MODELLSYSTEM

PolyDACMAC-PS-uPs CTAB-PS-puPs

1x zentrifugiert

3x zentrifugiert

Abbildung 5.35: CLSM-Aufnahme von Mischungen aus GUVs mit umgeladenen
PS-uPs: a) PolyDACMAC-PS-pPs-(1c); b) CTAB-PS-uPs-(1c); c¢)
PolyDACMAC-PS-1Ps-(3¢) und d) CTAB-PS-puPs-(3c); Die Balkenska-
la betragt 5 pm.

pPs-(1c)) an der GUV-Membran, ist es moglich, dass PolyDACMAC-Molekiile in
die GUV-Membran eindringen (dhnlich zu einem Kiss and Run-Mechanismus [162]).
Da die Membran aber negativ und das PolyDACMAC positiv geladen ist, kommt
es zu einer Deformierung der urspriinglichen Membran und es treten multilamella-
re Strukturen auf. Eine andere Erklarung fiir die multilamellaren Strukturen, die
bei den einfach zentrifugierten, umgeladenen Mikropartikeln beobachtet wurden, ist,
dass aufgrund des nur einmaligen Zentrifugierens noch viel freies PolyDACMAC bzw.
CTAB in der Losung vorhanden war, da dieses beim Umladen im Uberschuss zugege-
ben wird (vergleiche Abschnitt [4.2.4)). Die positiven freien Molekiile konnten mit der
negativen GUV-Membran interagieren und die beobachteten Strukturen hervorrufen.

Bei den dreimal zentrifugierten, umgeladenen Partikeln ist anzunehmen, dass fast al-
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KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

le adsorbierten Molekiile abgewaschen wurden, wodurch ein Mikropartikel vorliegt,
das vergleichbar mit dem Ausganspartikel (NHo-PS-uPs) ist und auch identisches
Verhalten in Anwesenheit der GUVs zeigt. Da die umgeladenen Partikel keine neu-
en Information zu den Wechselwirkungen zwischen Partikeln und GUVs lieferten,
wurden sie fiir die Experimente mit Erythrozyten im folgenden Abschnitt nicht ver-

wendet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Mikropartikel, die ohne weitere Mo-
difizierung verwendet wurden mit den GUVs das erwartete Verhalten zeigten: Nega-
tiv geladene Mikropartikel (COOH-, NHy- bzw. plain-PS-uPs und plain-SiOg-4Ps)
koexestierten neben den negativen GUVs und positiv geladene Mikropartikel (NH,-,
bzw. AHAPS-Si04-1Ps) waren zusammen mit den negativen GUVs zu detektieren. Es
wurden analoge Aufnahmeexperimente wie im Minimal-Modellsystem durchgefiihrt
und vergleichbare Ergebnisse erhalten. Die Erkenntnisse des Minimal-Modellsystems

der Polymersome konnten auf das Modellsystem der GUVs iibertragen werden.

5.4 Vom Modellsystem zur Natur

Nachdem im vorhergehenden Abschnitt die Ergebnisse des Minimal-Modellsystem
der Polymersome erfolgreich auf das Modellsystem der GUVs iibertragen wurde, wird
in diesem Abschnitt der Bogen zum natiirlichen System der Erythrozyten gespannt,
indem die Ergebnisse der Experimente mit Erythrozyten und verschieden modifizier-

ten, 1 um grofsen Partikeln prasentiert werden.
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5.4. VOM MODELLSYSTEM ZUR NATUR

5.4.1 Charakterisierung der Erythrozyten und der verwendeten

Partikel

Um zu gewéhrleisten, dass die Erythrozyten iiberleben konnen, wurden alle Versu-
che im Zellmedium RPMI durchgefiihrt. Es wurden die gleichen Partikel wie in den
GUV-Versuchen (Abschnitt verwendet. Auch hier wurden die (-Potentiale der
Mikropartikel und RBCs bestimmt (siehe Tabelle [5.8]).

Tabelle 5.8: (-Potentiale der verwendeten Mikropartikel und RBCs in RPMI.

Probe (-Potential / mV
NH,-PS-uPs -9
plain-PS-uPs -8

COOH-PS-1Ps -13
AHAPS-Si0s-pPs 33
NH,-SiOq-puPs -8
plain-SiOs-pPs -28
RBCs -15

Verglichen mit den (-Potentialen der Mikropartikel (Tabelle in Wasser, ist an-
zumerken, dass die NH5SiOs-pPs nun ein leicht negatives (-Potential aufwiesen. Alle
anderen Partikel zeigten die gleiche Ladung, wenn auch etwas schwécher ausgepragt.
Der Grund hierfiir konnte sein, dass sich in RPMI vorliegende Ionen, Proteine und

Vitamine auf den Partikeln ablagerten.

Um die Erythrozyten in der CLSM detektieren zu konnen, wurden diese mit Cell-

Mask™Deep Red fluoreszensmarkiert.
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KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.4.2 Interaktion verschiedener Mikropartikeln mit

Erythrozyten

Die in Tabelle aufgefiihrten Mikropartikel wurden mit den RBCs gemischt und
im CLSM analysiert.

Wie schon bei den GUVs beobachtet und wie zu erwarten war, zeigten alle nega-
tiv geladenen PS-uPs (NHs- und COOH-modifiziert sowie plain) mit den negativen
Erythrozyten (-15mV [163]) keine Wechselwirkungen und waren nebeneinander zu

detektieren (vergleiche Abbildung 5.36)).

Unerwarteterweise zeigten alle SiOs9-uPs, unabhéngig von ihrer Ladung, attraktive
Interaktion mit den RBCs. Die Partikel deformierten die Membran und wurden teils
komplett von der Membran umwickelt. Es konnte jedoch nicht beobachtet werden,

dass sich ein komplett eingehiillter Partikel von der Zellmembran abkapselt und im

Inneren des Erythrozyten frei diffundiert (siehe Abbildung [5.37)).

Mit der CLSM konnte gezeigt werden, dass die plain-SiOq-uPs die Membran deutlich
verformten. Wegen der limitierten Auflésung der CLSM, konnte keine Aussage iiber
den genauen Verlauf der Membran in der Nahe der Partikel getroffen werden. Um In-
formationen dariiber zu erhalten, wurde eine Mischung aus plain-SiO,-pPs und RBCs
mittels Hochdruckgefrieren (high pressure freezing, HPF) temporér fixiert und durch
Losungsmittelwechsel permanent in einen Epoxy-Film eingebettet. Dieser wurde in
diinne Scheiben geschnitten, welche mit TEM analysiert wurden (siehe Abbildung
, HPF-Probenpréaparation von Christoph Siebert, MPI fiir Polymerforschung).

In diesen Cryo-Schnitten (Abbildung [5.38)) ist eindeutig zu sehen, dass die Parti-

kel nicht komplett von der Zellmembran umschlossen wurden. Damit ein Partikel
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plain-PS-uPs COOH-PS-uPs

NH>-PS-pPs

Abbildung 5.36: CLSM-Aufnahmen von Mischungen aus RBCs und verschiedenen PS-
uPs: NHo-PS-pPs (a und b), plain-PS-pPs (¢ und d) bzw. COOH-PS-u
(e und f); Die Balkenskala betrégt 5 pum.

vollstéandig von der Membran umschlossen werden kann, miisste das Zytoskelett der
RBCs aufgebrochen werden [22]. Dies findet offensichtlich nicht statt, da die hierfir

notige Energie oder die obligaten Enzyme nicht vorhanden sind.

Es stellte sich die Frage, ob das Verhalten der SiO,-uPs auf das Medium RPMI

zurlickzufiihren war, z.B. in Form einer Ablagerung von in RPMI vorhandenen Mole-
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plain-SiO,-1LPs

NHz-SiOz-MPS

AHAPS-SiO,-L1Ps

Abbildung 5.37: CLSM-Aufnahmen von Mischungen aus RBCs und verschiedenen SiOs-
uPs: plain-SiOg-pPs (a und b), NH2-SiOg-pPs (¢ und d) bzw. AHAPS-
SiO2-uPs (e und f); Die Balkenskala betrigt 5 um.

kiilen oder Proteinen auf die Mikropartikel. Um Informationen dariiber zu erhalten,
wurden die Aufnahmeexperimente exemplarisch mit plain-SiOs-uPs in verschiedenen
Medien durchgefiihrt. Dabei wurde von der Zusammensetzung des RPMI ausgegan-
gen und versucht, Medien herzustellen, denen ein oder mehrere Komponenten des
RMPI fehlen. In reinem Wasser wiirden die RBCs aufgrund von Osmose zerstort

werden, da die Ionenkonzentration im Inneren der RBCs deutlich hoéher ist als in
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5.4. VOM MODELLSYSTEM ZUR NATUR

Abbildung 5.38: TEM-Aufnahmen von Cryo-Schnitten: in Epoxidharz eingebettete RB-
Cs, die 1 pm plain-SiO2-pPs ummantelt haben. Die Balkenskala betragt
1 um, respektive 100 nm in der Einfligung.

reinem Wasser. Als minimales Medium wurde PBS gewéhlt, da dieses isotonisch Zel-
linneren ist. Um die in RPMI vorliegenden Ionen zu simulieren wurde das mit Ca?*
und Mg?* angereicherte PBS++ verwendet. Ein weiteres Medium war mit Dextrose
versetztes PBS (PBS+Dextrsoe). Die entsprechenden ¢-Potentiale sind in Tabelle[5.9]
dargestellt.

Tabelle 5.9: (-Potentiale der plain-SiO2-pPs in verschiedenen Medien.

Medium (-Potential / mV

RPMI -28
PBS -17
PBS+-+ -16
PBS-+Glucose -19

In allen Medien waren die Ps weiterhin negativ geladen. Zellaufnahmeversuche zeig-
ten in allen Medien ein vergleichbares Verformen der Membran durch die Mikropar-

tikel wie in den RPMI-Versuchen (siche Abbildung [5.39)).

Aus diesen Experimenten ist zu folgern, dass das Medium, in dem die Aufnahmeex-
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PBS++ jd) * PBS+Dextrose

Abbildung 5.39: CLSM-Aufnahme von RBCs, die mit plain-SiOs-Ps gemischt wurden
in a) RPMI b) PBS ¢) PBS++ und d) PBS-+Dextrose. Die Balkenskala
betragt 5 um.

perimente durchgefiihrt wurden keinen Einfluss auf das unerwartete Verhalten der
plain-SiOo-uPs hat. Es stellte sich die Frage, wie das sehr interessante Verhalten der
SiO5-uPs zu erkldren ist. Eine Erklarung ware, dass auf den Erythrozyten lokale po-
sitive Regionen vorliegen, an welche sich die negativen SiO,-Ps binden und das be-
obachtete Umbhiillen hervorrufen. Diese Erkléarung steht aber im Widerspruch zu den
Beobachtungen bei den PS-pPs, da hier negativ geladene Partikel keinerlei Attrak-
tion zeigen. Es ist jedoch bekannt, dass sich SiO,-Partikel, deren Oberflachenladung
vergleichbar ist, mit entsprechenden PS-Partikeln, anders verhalten. So zeigen die
beiden Materialien unterschiedliches Verhalten bei der Adsorption von Proteinen im
Serum [164]. Hier wird argumentiert, dass bei Polysytrol aufgrund des vorhandenen
Polymers zusétzlich hydrophobe Wechselwirkungen vorliegen. Der genaue Einfluss

von SiOo-Partikeln ist jedoch noch nicht verstanden und bedarf weiterer Experimen-
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te.

Unabhéngig von dem interessanten Verhalten der SiOo-uPs, zeigten die PS-uPs
das erwartete Verhalten, welches vergleichbar mit den Ergebnissen aus den GUV-
Experimenten ist. Es kann also gesagt werden, dass Ergebnisse vom Minimal-Modell-
system der Polymersome erfolgreich iiber das Modellsystem der GUVs auf ein natiir-

liches System iibertragen wurden.
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Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit liefert durch mikroskopische Analysen ein Verstédndnis der
Interaktionen zwischen (Nano-)Partikeln und Polymersomen, riesigen unilamellaren

Vesikeln (GUVs) bzw. Erythrozyten (rote Blutkorperchen, red blood cells, RBCs).
Polymersome

Das von Jaskiewicz et al. eingefiihrte Minimal-Modellsystem der Polymersome [118§]
basierte auf dem Polydimethlysiloxan-Methyloxazolin-Blockcopolymer (BC, PDMS-
b-PMOXA), welches erstmals von Egli et al. hergestellt wurde [145]. Aufgrund schwie-
riger Reproduzierbarkeit wurde die Synthese des BC neu erarbeitet. In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass die reproduzierbare, kontrollierte Synthese des BCs moglich ist.
Dabei wurde der PDMS-Block konstant gehalten und nur der PMOXA-Block in
der Lénge variiert. So entstanden BCs mit variablen PMOXA-Blocken (PDMSg5-b-
PMOXA; mit 4 <i<28). Es wurde festgestellt, dass nur aus BCs mit 11-21 MOXA-

Wiederholungseinheiten Polymersome hergestellt werden konnten.

Die hergestellten Polymersome zeigten in der Cryo-Transmissionselektronenmikros-
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KAPITEL 6. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

kopie (Cryo-TEM) keine Abhéngigkeit zwischen Lénge des PMOXA-Blocks und
Membrandicke. Kleinwinkelrontgenstreuung lieferte keine neuen Ergebnisse, da hier
nur der hydrophobe Teil der Membran detektiert werden konnte, da der hydrophile

Teil in Wasser gequollen war und somit keinen Kontrast lieferte.

Die physikalischen Eigenschaften der Polymersome wurden aus quantitativen bildge-
benden AFM-Messungen gewonnen. Es konnte gezeigt werden, dass der Elastizitéts-
modul und der Biegemodul der Polymersome von der Anzahl an MOXA-Wiederho-

lungseinheiten abhéngt und somit die Eigenschaften der Membran beeinflussbar sind.

Wie Karmena Jaskiewicz in ihrer Dissertation vorschlug, wurden Experimente mit
Gold-Nanopartikeln durchgefiihrt. Diese sind modifizierbar, so dass positiv sowie
leicht und stark negativ geladene Partikel hergestellt werden konnten. Kraft- Abstands-
Kurven von auf Glimmer gespreiteten Polymersomen und modifizierten Cantilevern
(=Colloidal Probe-Technik) zeigten, dass sich die positiv geladenen Polymersome und
die positiv geladenen Cantilever voneinander abstiefsen. Leicht negativ geladene Can-
tilever zeigten leichte Attraktion, stark negativ geladene starke Attraktion. Es war zu
folgern, dass die Wechselwirkungen zwischen modifizierten Cantilevern und Polymer-
somen schwache elektrostatische Wechselwirkungen waren. Daraus resultierten beim
Mischen von Polymersomen mit entsprechenden Gold-Nanopartikeln drei Szenarien:
Koexistieren von positiv geladenen CTAB-Au-NPs, Anlagerung und Verformen der
Membran durch die leicht negativen PEG-Au-NPs und Aufnahme der stark negativ
geladenen Citrat-Au-NPs. Dieses Ergebnis konnte mit Cryo-TEM nachgewiesen wer-

den.

Aus den Cryo-TEM-Abbildungen der aufgenommenen Citrat-Au-NPs und Simula-
tionen von Mingyang Hu konnten Informationen iiber den molekularen Aufbau der
Membran und den Aufnahmeprozess gewonnen werden. Es wurde gezeigt, dass bei

der Aufnahme von Nanopartikeln Defekte in der Membran entstehen, die von den
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Molekiilen, welche die Membran aufbauen, kompensiert werden miissen. Die dafiir
notige Energie wird aus den attraktiven Wechselwirkungen der Nanopartikel mit den

Polymersomen gewonnen.

Des weiteren wurden Gold-Nanostédbchen (Au-NRs) so modifiziert, dass sie negativ
geladen waren. Es konnte gezeigt werden, dass Au-NRs in Polymersome aufgenom-
men werden, wobei keine Abhéngigkeit von der Form zu beobachten war. Es konnten
Anzeichen fiir die beide theoretisch postulierten Aufnahmemechanismen [110}|112]

gefunden werden.

Riesige unilamellare Vesikel

Um eine Briicke vom Minimal-Modellsystem der Polymersomen zu dem natiirli-
chen System der Erythrozyten zu schlagen, wurden Experimente mit GUVs und
1 um grofen, verschieden modifizierten Polystyrol- und Siliciumdioxid-Partikeln (PS-
pPs bzw. SiOg-pPs) durchgefithrt und mit Konfokalmikroskoie analysiert. Um die
beiden Modellsysteme vergleichen zu konnen, wurde das Radienverhéltnis von Par-
tikel zu Vesikel mit 1:6 konstant gehalten. Dabei waren alle PS-uPs negativ geladen.
Bei den SiOs-uPs lagen positiv und negativ geladene Mikropartikel vor. Die nega-
tiv geladenen GUVs (aus Lecithin hergestellt), zeigten das gleiche Verhalten wie die
Polymersome. Alle negativ geladenen Mikropartikel zeigten keinerlei Interaktion mit
den GUVs, positiv geladene Mikropartikel waren zusammen mit den GUVs zu beob-
achten. Auch in diesem System war die treibende Kraft elektrostatischer Natur. Es
konnten also Ergebnisse des Minimal-Modellsystems der Polymersome auf das Mo-

dellsystem der GUVs iibertragen werden.

Erythrozyten

Die Ergebnisse des Modellsystems der GUVs wurde in einem letzten Schritt auf
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natiirliche Zellen, die Erythrozyten, iibertragen. Erythrozyten wurden gewahlt, da
diese, wie die vorhergehenden Modellsysteme, keine Enzyme oder Proteine besit-
zen die eine endozytotische Aufnahme vermitteln. In diesen Versuchen wurden die
gleichen Partikel wie in den GUV-Experimenten verwendet. Wie zu erwarten, zeig-
ten die negativ geladenen Polystyrol-Mikropartikel keine Interaktion mit den RBCs.
Uberraschenderweise verformten alle SiOs-pPs, unabhéngig von Ladung und Medi-
um die Membran stark und wurden von dieser fast komplett umwickelt, was mittels
CLSM und TEM gezeigt werden konnte. Es ist in der Literatur bekannt, dass sich
Si09-Partikel anders verhalten als z.B. entsprechende Polystyrol-Partikel. Unabhén-
gig von dem interessanten Verhalten der SiOo-pPs, zeigten die PS-uPs ein Verhalten,
welches vergleichbar mit den Ergebnissen aus den GUV-Experimenten war. Es kann
also gesagt werden, dass Ergebnisse vom Minimal-Modellsystem der Polymersome
erfolgreich {iber das Modellsystem der GUVs auf ein natiirliches System iibertragen

werden konnte.
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Ausblick

Mit dieser Arbeit konnte das Minimal-Modellsystem der Polymersome weiterentwi-
ckelt und besser verstanden werden. Die Erkenntnis dieser Arbeit iiber die physika-
lischen Eigenschaften und den molekularen Aufbau der polymeren Membran kénnen
bei der Entwicklung anderer Modellsysteme genutzt werden. Dabei wurde gezeigt,
dass die Kombination aus mikroskopischen Analysen und Computersimulationen zu
sehr interessanten Ergebnissen fithren kann. Die entwickelte Colloidal Probe-Methode
wird Anwendung finden, wenn in Systemen gleichzeitig nach physikalischen Eigen-

schaften und Wechselwirkungen gefragt wird.

In dieser Arbeit wurden erfolgreich Ergebnisse vom Modellsystem der Polymersome
schrittweise auf das System der Erythrozyten iibertragen. Diese Arbeit zeigt, dass es
grundsatzlich moglich ist, eine Briicke vom Modellsystem zu natiirlichen Systemen
zu schlagen. So konnen an einfachen Modellsystemen Erkenntnisses iber Prozesse ge-
wonnen werden, die zum Verstdndnis der selben Prozess in weitaus komplizierteren

Systemen dienen.
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Tabellen

Tabelle 6.1: Darstellung der Messgrofsen Polymersombreite W, Hohe H und Steifheit
kmem und die daraus berechneten Grofen Youngs Modulus E und Biege-
steitheit kj, der BC Vesikel mit 11 PMOXA Wiederholungseinheiten

W /nm H/nm Fkyen/ E/MPa kg /107 joule

330 62 0,038 26,75 66,82
523 52 0,024 35,98 89,88
480 158 0,035 19,97 49,87
430 140 0,021 10,87 27,15
526 165 0,020 12,83 32,06
391 65 0,033 23,18 57,90
537 101 0,015 13,25 33,09
408 56 0,034 29,96 74,83
476 48 0,020 27,11 67,71
540 162 0,0120 13,08 32,67
373 89 0,025 12,97 32,40
329 49 0,030 19,16 47,87
363 44 0,031 26,74 66,80
495 46 0,018 26,15 65,32
356 44 0,023 18,66 46,62
490 156 0,029 16,95 42,33
440 81 0,026 19,11 47,72
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Anhang

Tabelle 6.2: Darstellung der Messgrofsen Polymersombreite W, Hohe H und Steitheit
kmem und die daraus berechneten Grofen Youngs Modulus £ und Biege-
steifheit ky, der BC Vesikel mit 15 PMOXA Wiederholungseinheiten

W /nm H/nm kpen/ E/MPa kg /1071 joule

444 78 0.041 20.17 98.85
473 78 0.039 21.77 106.70
345 74 0.055 18.16 89.00
350 74 0.062 21.20 103.90
478 82 0.051 27.59 135.23
474 79 0.053 29.42 144.19
412 82 0.063 26.18 128.33
375 67 0.069 28.45 139.45
476 77 0.044 24.71 121.11
395 42 0.052 35.11 172.06
412 108 0.065 22.67 111.11
469 128 0.058 22.45 110.01
424 116 0.063 21.94 107.52
352 66 0.068 25.21 123.57
423 65 0.058 30.34 148.70
316 60 0.064 21.14 103.60
254 41 0.095 28.84 141.33
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Tabelle 6.3: Darstellung der Messgréfien Polymersombreite W, Hohe H und Steifheit
kmem und die daraus berechneten Grofsen Youngs Modulus F und Biege-
steitheit kj, der BC Vesikel mit 17 PMOXA Wiederholungseinheiten

W /nm H/nm kpen/ E/MPa kg /1071 joule

309
264
298
315
288
304
275
371
349
278
258
231
233
292
245
270
266
301
222
249
273
254
265
241
303
286
321
272
293

69
85
76
73
83
67
79
79
79
66
71
68
75
97
70
70
78
71
69
67
81
74
76
85
78
80
79
81
90

0.149
0.143
0.145
0.144
0.155
0.154
0.155
0.165
0.134
0.155
0.147
0.145
0.138
0.139
0.155
0.134
0.144
0.141
0.155
0.154
0.155
0.144
0.134
0.153
0.144
0.114
0.152
0.144
0.165

44.17
29.63
38.14
42.47
36.86
45.31
35.25
60.66
44.46
39.73
32.07
27.37
25.24
31.46
31.49
31.63
31.36
39.29
27.42
32.83
34.44
30.04
29.39
27.96
38.30
27.33
43.99
31.83
38.72

208.67
139.96
180.15
200.63
174.11
214.05
166.52
286.55
210.05
187.67
151.51
129.28
119.21
148.60
148.76
149.40
148.12
185.60
129.51
155.07
162.71
141.89
138.84
132.10
180.92
129.13
207.81
150.34
182.92
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Tabelle 6.4: Darstellung der Messgrofsen Polymersombreite W, Héhe H und Steitheit
kmem und die daraus berechneten Grofen Youngs Modulus £ und Biege-
steifheit ky, der BC Vesikel mit 19 PMOXA Wiederholungseinheiten

W /nm H/nm kpen/ E/MPa kg /1071 joule

393 55 0,073 60,36 148,56
402 76 0,047 31,45 76,78
420 99 0,060 36,49 89,06
451 60 0,041 41,80 102,03
546 72 0,034 41,95 102,41
358 55 0,046 32,25 78,74
387 69 0,020 1347 32,88
494 84 0,028 24,89 60,76
462 79 0,022 17,95 43,83
396 66 0,015 11,24 27,43
389 54 0,028 23,20 56,64
413 98 0,020 12,08 29,49
401 95 0,020 11,74 28,67
308 55 0,022 11,88 29,00
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Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

AFM Atomic Force Microskopy = Rasterkraftmikroskopie
AR Aspect Ratio = Seitenverhéltnis

BC Block-Copolymer

cDICE continous Droplet Interface Crossing Encapsulation
CLSM Confocal Laser Scanning Mikroskop = Konfokalmikroskop
CNC Nanokristalle

Cryo-TEM Cryogene Transmissionselektronenmikroskopie
CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

DAS dispersing aqueous solution

DCM Dichlormethan, Methylenchlorid

DMF Dimethylformamid

DMPC 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

DOPC 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

DPD Dissipative Partikel Dynamik

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholine

EAS encapsulatingaqueous solution

Egg PC L-a-Phosphatidylcholine aus Eiweifs
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Anhang

Abkiirzung Bedeutung
EtOH Ethanol
FCS Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

FD-Messungen  Kraft-Abstands-Messung

GPC Gel-Permeations-Chromatographie
GUV Riesiges unilamellares Vesikel
HAP-NPs Hydroxyapatit Nanopartikel

HFiP Hexafluoro-2-propanol

HPF High-Pressure Freezing, Hochdruckgefrieren
HR-TEM hochauflésende TEM

LCST kritischen Losungstemperatur

LDS Lipiddoppelschicht

LOS Lipid in Oil Solution

LUV Grofses unilamellares Vesikel

MeOH Methanol

MOXA 2-Methyl-2-oxazoline

MUA 11-Mercaptoundecanséure

NaOH Natronlauge

NFC Cellulose-Nanofasern

NMP N-Methyl-2-pyrrolidon

NMR Kernspinresonanzspektroskopie

NPs Nanopartikel

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung
PBS++ Mit Ca?t und Mg?* versetztes PBS
PCS Photokorrelationsspektroskopie
PDMS Polydimethylsiloxan

PDMS-b- Polydimethylsiloxan-bloc-Polymethyloxazolin
PMOXA

PDMS-H Silan terminiertes Polydimethylsiloxan
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Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung

PDMS-OH Hydroxy terminiertes Polydimethylsiloxan
PEG5000 Poly(ethylenglycol) 2-mercaptoethyl Ether Essigsdure
PMOXA Polymethyloxazolin

PolyDACMAC  Polydiallyldimethylammoniumchlorid

QI Quantitative Imaging

RBC Rote Blutkorberchen

SAXS Samll angle X-Ray Scattering

SDS Natriumlaurylsulfat

SUV Kleines unilamellares Vesikel

TEA Triethylamin

TEM Transmissionselektronenmikroskopie
TfSA Trifluoromethanesulfon Anhydride

THF Tetrahydrofuran

A Oberfldche einer Lipidkopfgruppe

B Breites eines Nanostdbchens

D Durchmesser von (Nano-)Partikeln

Amin Auflésungsvermogen eines Mikroskops

E Young’s Modulus

H Membrandicke eines Polymersoms

H Hohe eines gespreiteten Polymersoms

Ka Druckfestigkeit

Kmem Steifheit des Polymersoms

[ Lange eines Lipides

L Léange eines Nanostdbchens

P Packungsparameter

R Kriimmungsradius eines gespreiteten Polymersoms
Ry Radius eines Polymersoms
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Anhang

Abkiirzung Bedeutung

w Breite eines gespreiteten Polymersoms
KB Biegesteitheit

Kg Gaufische Biegesteithheit

A Wellenlange

v Poisson-Verhéltnis
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