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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Transmissionselektronenmikroskopie ist aufgrund der hohen Ortsauflésung eine
leistungsstarke Charakterisierungsmethode, die sowohl in der Materialwissenschaft
als auch fur biologische Fragestellungen eingesetzt wird. So hat die morphologische
Untersuchung von Zellen mittels Transmissionselektronenmikroskopie einen

wesentlichen Beitrag zum Verstandnis der zellularen ,Nanomaschinen“™!

geliefert
und detaillierte Einblicke in die Zellbestandteile ermdglicht®?. Um jedoch von den
Vorteilen des Transmissionselektronenmikroskopie zu profitieren, muss die
untersuchte Probe bestimmte Anforderungen zwingend erfillen: Die Probe muss
einerseits so dunn sein, dass sie fiur den Elektronenstrahl transparent ist und
anderseits muss sie ,hochvakuumfest® sein, d.h. sie darf im Hochvakuum nicht
ausgasen bzw. verdampfen. Biologische Systeme wie z. B. Zellen oder Zellgewebe
erfillen diese beiden Voraussetzungen in allgemeinen nicht und kénnen nur durch
entsprechende Praparation in ein ,transmissionselektronenmikroskoptaugliches®
Praparat tberfiihrt werden. Die Uberfihrung einer wasserhaltigen, relativ dicken
biologischen Probe in eine trockene, elektronen-transparente Form ist insofern eine
groRe Herausforderung an die Praparationstechnik, da sich mit jedem Eingriff die
urspriingliche Morphologie der Probe andern kann. Ziel der Praparation ist es daher,
die untersuchte Struktur mdoglichst artefaktfrei im TEM abzubilden.

Es gibt eine Reihe von Préaparationsmethoden, die an die jeweiligen Proben
angepasst sind. So werden metallische und keramische Proben mit Hilfe eines
lonenstrahls gedinnt und Polymere werden zumeist zu ultradinnen Schnitten
mikrotomiert. Biologische Proben sind Ublicherweise feucht, und man muss daher
erst das Wasser entfernen. Hierzu gibt es mehrere etablierte Mdglichkeiten:

Bei der chemischen Fixierung wird die Probe zunachst fixiert, dann das enthaltene
Wasser schrittweise gegen ein organisches Losemittel ausgetauscht. Anschlie3end
wird die Probe kontrastiert und in ein Harz eingebettet. Von diesen eingebetteten
Proben werden im Anschluss ultra-diinne Schnitte angefertigt.

Eine verbesserte Methode ist das Hochdruckgefrieren®, mit anschlieBender
Gefriersubstitution und Einbettung der Proben in ein Harz. Sie stellt zurzeit die
aussichtvollste Vorgehensweise dar, eine Probe so nah wie moglich in ihrem

natirlichen Zustand abzubilden.



1. Einleitung

In der Zukunft jedoch wird Kryo-TEM™ einen immer hoher werdenden Stellenwert
einnehmen, da nur mittels Kryo-TEM eine hinreichend artefaktfreie Untersuchung
biologischer und auch polymerer Systeme méglich ist, ohne dass diese vorbehandelt
werden miussen®. Allerdings ist diese Methode weitestgehend beschrankt auf
wassrige Systeme mit kleinen (< 100 nm) Objekten und auch die
Praparationsparameter sind fur jedes System unterschiedlich. Letzteres fihrt dazu,

dass fur neue Proben die Praparation erst aufwendig optimiert werden muss.

In der vorliegenden Arbeit sollen die bisherigen Ergebnisse der Probenpréparation
fur die Transmissionselektronenmikroskopie aus den biologischen Anwendungen auf
Polymere ubertragen werden. Speziell empfindliche Systeme wie Kapseln oder
Vesikel, die bisher kaum in ihrer natdrlichen Form im
Tranmissionselektronenmikroskop (kurz: TEM) dargestellt werden konnten, sollen
betrachtet werden.

Bei der Darstellung von zellularen Proben im TEM hat sich die Methode des
Hochdruckeinfrierens mit anschlielender Gefriersubstitution etabliert. Ziel der Arbeit
ist es, dieses Praparationsverfahren auf wassrige Suspensionen von Polymer-
teilchen bzw. Kapseln zu Ubertragen. Ein solcher Ansatz wurde bisher noch nicht in
der Literatur beschrieben, obwohl diese Praparationsmethode viele Vorteile
gegenuber bereits etablierten Methoden hat. Die hergestellten Proben sind
formgetreu, d.h. es sind keine morphologischen Artefakte zu erwarten. Zweitens
werden mit dieser Methode Schnitte mit einer einheitlichen Dicke angefertigt,
wodurch man einen Querschnitt des entsprechenden Partikels erhalt. Und zum
Dritten sind diese TEM-Praparate sehr elektronenstabil (im Gegensatz zu Kryo-TEM
Praparaten) und er6ffnen damit auch alle analytischen Madoglichkeiten wie
Rontgenfluoreszenzspektroskopie (EDX) oder Elektronenenergieverlustspektros-
kopie (EELS).

Sollte es also gelingen, das Hochdruckeinfrieren mit anschlieRender Gefrier-
substitution als standardisierte Methode auf polymere Systeme zu Ubertragen, so hat
man eine sehr leistungsfahige Praparationsmethode an der Hand, die sowohl flr
morphologische als auch analytische, transmissionselektronenmikroskopische

Untersuchungen ein Zugewinn ist.
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2. Grundlagen und Methoden

2.1. Polymerkapseln und die Miniemulsionstechnik

Die Synthese von Polymernanokapseln spielt sowohl in der Wissenschatft als auch in
der Industrie eine gro e Rolle®:

Sie bieten verschiedenste, interessante Madoglichkeiten, wie zum Beispiel die
Verkapselung von Wirkstoffen, die dann gezielt freigesetzt werden konnen. Ebenso
konnen Kapseln als Mikroreaktoren dienen, indem vor der Polymerisation eine nicht
aktive Spezies der dispersen Phase zugegeben wird und diese nach der
Polymerisation aktiviert wird!".

Polymernanokapseln werden hauptséchlich durch inverse Miniemulsion hergestellt.
Dabei handelt es sich um eine Heterophasenpolymerisation mit Bildung Kkleiner,
homogener Tropfchen, bei denen auch wahrend der Polymerisation die
Tropfchenidentitdt erhalten bleibt. Jeder Tropfen kann dabei als Nanoreaktor

aufgefasst wer den, die unabhangig voneinander sind.

2.1.1.Die Miniemulsion

Miniemulsionen bestehen aus kleinen, homogenen Tropfchen, die durch wenig
Tensid stabilisiert sind. Grol3e Scherkrafte, zum Beispiel durch Ultraschall, bewirken,
dass diese homogenisiert werden. Durch den Einsatz eines hydrophoben, osmotisch
wirkenden Reagenz wird die Ostwaldreifung unterdrtickt. Dadurch wird verhindert,
dass grofe Tropfchen auf Kosten kleinerer Tropfchen wachsen, was fur die
Homogenitat und Stabilitat der Miniemulsion wichtig ist.

Durch die Zugabe eines hydrophoben Materials zur dispersen Phase vor der
Homogenisierung wird dieses im Verlauf der Polymerisation eingekapselt.

Bei der inversen Miniemulsion (siehe Abbildung 1) bildet Wasser die disperse Phase
und ein organisches Losemittel die kontinuierliche Phase. Dadurch ist es mdglich,
hydrophile Materialien zu verkapseln. Ein gutes System hierfur ist die Herstellung von

Polyurethan- und Polyharnstoffkapslen, da sich das Monomer, ein Polyol oder
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Polyamin, in der dispersen Phase und das Comonomer TDI in der kontinuierlichen

Phase |6st und somit die Polyaddition nur an der Grenzflache stattfinden kann.

Ultraschallbehandlung Polymerisation

7% £

o2 [
:

O— e
/| Organische Phase mit Tensid zur Stabilisierung Produkt

“ 0

O\ Wassrige Phase mit Monomer und strukturdirigierendem Tensid

Abbildung 1: Herstellung einer inversen Miniemulsion.

2.1.2.Polyurethane und Polyharnstoffe

Polyurethane werden durch eine Polyadditionsreaktion aus Polyisocyanaten und
Polyolen hergestellt (siehe Abbildung 2)®. Dabei reagiert das positiv polarisierte C-
Atom der Isocyanatgruppe mit der OH-Gruppe des anderen Moleklls. Bei dieser
Reaktion erfolgt keine Abspaltung von Nebenprodukten.

Fur die verwendeten Kapseln wurde TDI als Isocyanat verwendet. Als zweites

Monomer dienten verschiedene Polyole, wie z.B. Hexandiol, Starke und Milchsaure.

(o] (o]
/R1 ~ + /R2 ~ > R )J\ s R )J\ Ry
HO OH HO—C—N N—C—0 HO \O N \N o N
H H
n

Polyurethan

Abbildung 2: Reaktionsschema zur Bildung eines Polyurethans.
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Polyharnstoffe kdonnen durch Reaktion von Polyaminen mit Polyisocyanaten
hergestellt werden (siehe Abbildung 3). Die Reaktion lauft analog der Bildung von
Polyurethanen ab.

(0] (o]
AR * PN — R )J\ R )}\ Ri
HoN NH; HO—C—/™=N N=—=—=C=—=7=0 H,N \N N \N N NH-
H H H H
n

Polyharnstoff
Abbildung 3: Reaktionsschema zur Bildung von Polyharnstoff.

2.2. Das Transmissionselektronenmikroskop

Prinzipiell ist der Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops® (kurz TEM)
dem eines Lichtmikroskops aquivalent. Ebenso wie ein Lichtmikroskop besteht ein
TEM aus einer Quelle, dem Beleuchtungssystem (Kondensor) und dem
Abbildungssystem mit Objektiv- und Projektionslinse. Ebenso muss fur beide
Mikroskope die Probe transparent fur die jeweilige Sonde sein.

Durch die Verwendung von Elektronen als Sonde besitzt ein TEM jedoch ein
wesentlich hdheres Auflosungsvermogen als ein Lichtmikroskop, da die Wellenlange
von Elektronen (bei entsprechender Energie) viel kleiner als die des sichtbaren Lichts
ist. Die maximal erreichbare Auflésung in einem Mikroskop ist durch
Beugungseffekte auf etwa di e halbe Wellenléange der verwendeten Sonde beschr ankt
(Abbé‘sche Abbildungstheoriel’®). Dadurch kénnen Abstande im atomaren Bereich
sichtbar gemacht werden. Der Aufbau eines TEMs ist in Abbildung 4 schematisch
dargestellt. In der Elektronenquelle werden Elektronen erzeugt und in Richtung
Anode beschleunigt. Im Beleuchtungssystem wird der aus der Anode austretende,
divergente Elektronenstrahl erst fokussiert und dann zu einem parallelen Strahl
geformt, der die Probe durchdringt. Anschlie3end fokussiert die Objektivlinse den
Strahl und erzeugt das erste, vergrof3erte Bild. Wie auch im Lichtmikroskop bestimmt
die Qualitdt dieser Linse das Auflosungsvermogen des Mikroskops. Im weiteren

Verlauf des Strahlengangs folgt dann das Projektionssystem, um eine weitere
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VergroRerung des Bildes zu erreichen. In einem TEM kdnnen Vergréf3erungen von
50 bis zu 1000000fach erreicht werden. Das Abbild der Probe wird schlie3lich auf
einem Fluoreszenzschirm sichtbar und kann mittels einer CCD-Kamera unterhalb
des Schirms dokumentiert werden.

Beim Durchdringen der Elektronen durch eine Probe kommt es entweder zu einer
elastischen oder unelastischen Streuung. Bei der unelastischen Streuung
wechselwirken die Elektronen mit den Elektronenhllen der Probenatome unter
Energieverlust. Dabei gilt, je hoher die Massendicke der Probe ist, desto grof3er ist
die Probe. Dagegen erfolgt bei der elastischen Streuung eine Wechselwirkung mit
den positiven Atomkernen ohne Energieverl ust, aber mit einer Richtungsanderung.
Diese beiden Wechselwirkungsmechanismen sind es letztlich, die einem TEM
gegeniber einem Lichtmikroskopie zusatzlich analytische Moglichkeiten eroffnen.
Elastisch gestreute Elektronen liefern Informationen Uber die Kristallstruktur der
Probe und durch einfache Umstellung des Strahlengangs im TEM kann man das
Beugungsbild eines lokal definierten Bereichs der Probe erhalten, um dariber
Informationen Uber die Struktur der Probe zu erlangen. Desweiteren sind
unelastische Streuprozesse in der Probe Grundlage fur elementspezifische
Charakterisierungsmethoden wie EDX und EELS.

10
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“Kathode
‘7 (Elektronenquelle)

/' Anode

- Elektronen-
Kondensor- strahl

linse " — Probe
e

‘\.

. elektro-
' magnetische
/ Objektivlinsen
' /' Brennebene
~_ der Objektiv-

4" linsen

Projektor- A
linse

Bildschirm ~

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Transmissionselektronenmikroskop!™".

2.3. Probenpraparation fur die Transmissionselektronen-
mikroskopie

Moderne Transmissionselektronenmikroskope arbeiten bei
Beschleunigungsspannungen bis zu 300 kV. Zwar nimmt die schadigende Wirkung
des Elektronenstrahls mit zunehmender Elektronenenergie ab, dennoch findet in der
durchstrahlten Probe durch die ionisierende Elektronenstrahlung eine chemische
Anderung statt. Dariiberhinaus ist die mittlere freie Weglange von Elektronen in
Materie sehr gering, was bedeutet, dass Elektronen stark absorbiert werden. Diese
physikalischen Eigenschaften  des  Elektronenstrahls  haben  fur die
Transmissionselektronenmikroskopie zwei grundsétzliche Folgen: Zum einen muss

der Elektronenstrahl von der Quelle bis hin zum Detektionssystem im Hochvakuum

11
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gehalten werden, um zu verhindern, dass die Elektronen des Strahls von
Luftmolekilen absorbiert werden. Daher steht das Mikroskop unter einem Vakuum
von bis zu 10° Pa. Zweitens muss die Probe elektronentransparent, d.h.
durchstrahlbar sein. Das bedeutet, dass in der Praxis eine Probendicke von ca.
100 nm das obere Limit darstellt. Hinzu kommt noch, dass die Probe vakuumstabil
sein muss. Das bedeutet, es durfen sich im Hochvakuum selbst unter

Elektronenbestrahlung keine Molekulle aus der Probe in die Umgebung verfliichtigen.

2.3.1. Auftropf-Methode

Die einfachste und schnellste Methode, um TEM-Proben herzustellen, ist das direkte
Auftropfen (engl.: Drop-Casting) der Probensuspensionen auf ein, mit dinnem
Kohlefilm befilmtes Kupfernetzchen™?. Dabei ist darauf zu achten, dass die Probe
entsprechend verdinnt sein muss. Anschlie@end lasst man die Probe einfach
eintrocknen. Das Problem dieser Methode liegt darin, dass typische
Trocknungseffekte auftreten kénnen:

a) Adsorption der Probe auf dem Substrat und damit die Gefahr einer
morphologischen Anderung:

b) Wahrend des Trocknungsvorgangs kommt es zur Aufkonzentration, d.h. die
Konzentration der Probe bezogen auf das Lésemittel steigt kontinuierlich bis
das komplette Losemittel verdampft ist;

c) Aufkonzentration von gelosten Stoffen, die dann auf dem Kohl efilm ausfallen.
Diese Effekte kénnen zu Artefakten und morphologischen Anderungen der Probe
fuhren. Daher kann man das Auftropfen nur einsetzen, wenn die Probe mechanisch
hinreichend stabil ist. Beim Auftragen von empfindlichen Proben, wie Kapseln oder
Zellen, ist jedoch héufig eine Deformierung oder sogar Zerstbrung der Struktur
beobachtbar .

12
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2.3.2.Kontrasierung

In der Transmissionselektronenmikroskopie resultiert der Kontrast zwischen
verschiedenen Bereichen (Phasen) einer Probe aus deren unterschiedlichen lokalen
Elektronendichten. Jedoch bestehen Polymere und biologische Materialien meist aus
Elementen mit niedrigerer Ordnungszahl, weshalb diese nur eine geringe
Elektronendichte aufweisen. Aus diesem Grund ist der Kontrast in TEM-Bildern von
Polymeren haufig nicht ausreichend, um verschiedene Bereiche voneinander zu
differenzierent?.

Mit Hilfe der Kontrastierung (engl.: Staining) werden Atome mit hohen
Elektronendichten, wie zum Beispiel Schwermetalle meist durch eine chemische
Reaktion in die Probe eingebracht. Allgemein wird beim ,Staining“ also versucht,
selektiv eine Phase mit einem Schwermetall zu versetzen. Diese erscheint dann bei
der transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchung dunkler und ist damit

leichter zu identifizieren.

Osmiumtetroxid:

Viele Polymere enthalten ungesattigte Doppelbindungen. Aus diesem Grund lassen
sie sich mit Osmiumtetroxid OsO, anfarben**!.

In der organischen Chemie wird Osmiumtetroxid verwendet, um aus ungeséttigten
Doppelbindungen selektiv das cis-Diol darzustellen. Aufgrund des hohen Preises und
der Toxizitat von Osmiumtetroxid wird es hierfur in der Zwischenzeit nur noch in
katalytischen Mengen eingesetzt und ein weiteres Oxidationsmittel wie
Wasserstoffperoxid zugegeben.

Durch die Reaktion von Osmiumtetroxid mit der Doppelbindung wird lokal die
Elektronenstreuung durch das Schwermetall erhéht. Zusatzlich wird das Polymer
durch die Reaktion mit einer weiteren Doppelbindung vernetzt und damit die
Morphologie fixiert.

13
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Rutheniumtetroxid:

Rutheniumtetroxid ist eines der reaktivsten Oxidationsmittel, die in der organischen
Chemie verwendet werden. Es reagiert bereits bei sehr milden Bedingungen, toleriert
dabei sogar Stereozentren. Aufgrund der Reaktivitdt und des hohen Preises wird
Rutheniumtetroxid in-situ hergestellt und nur in katalytischen Mengen verwendet
(siehe Abbildung 5)"*°. Mit Rutheniumtetroxid ist es in geringem MaRe méglich,
Aromaten in Dicarbonsauren zu oxidieren®®. Auch Alkohole, Aldehyde, Amine und

Ester konnen mit Rutheniumtetroxid kontrastiert werden.

2NalOQ, (aq.) + RuO,* H,O (aq) — RuOy(aq.) + 2 NalO;(aq.)

Abbildung 5: Schema der In-situ-Herstellung von Rutheniumtetroxid RuOa.

Der Nachteil dieser Stainingreagenzes liegt jedoch in seiner hohen Reaktivitat,
weshalb die eingesetzte Natriumperiodatmenge eine grof3e Rolle spielt:
Ist die eingesetzte Menge zu hoch, wird de Probe aufgrund sehr hoher

Artefaktbildung und Uberkontrastierung unbrauchbar.

2.3.3.Einbettung und Ultramikrotomie

Oftmals liefert die Praparation massive Proben, die aufgrund ihrer Dimensionen nicht
mehr durchstrahlbar sind. Hierzu gehoren typischerweise Polymere, aber auch Zellen
und Gewebe sind aufgrund ihrer nattrlichen Dimensionen nicht direkt im TEM zu
charakterisieren. Sie mussen zuvor noch auf eine fur die Untersuchung akzeptable
Dicke gebracht werden.

Hier kommt das Ultramikrotom (Abbildung 6) zum Einsatz, um diinne Schnitte einer
massiven  Probe herzustellen. Da in der Elektronenmikroskopie nur
elektronendurchlassige Proben betrachtet werden kdnnen, ist das Geréat ein wichtiger
Bestandteil in der Praparationsschiene massiver und eingebetteter Proben. Mit
diesem Gerat ist es mdglich, Schnitte von 1-1000 nm anzufertigen, wobei fur

biologische und polymere Proben eine Schnittdicke von etwa 60 bis 80 nm ein

14
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praktikabler Wert ist. Aus Grinden der Handhabung sollten diese hierbei
Abmessungen von mindestens 1 mm haben. Ist die Probe kleiner, muss sie in ein
Einbettmedium eingebettet und damit stabilisiert werden. Als Einbettmedien werden
meist EPON®, LR-Gold und Lowacryl verwendet. Da die Einbettmedien hydrophob
sind, muss die einzubettende Probe entwéssert werden. Bei der Kryo-Praparation
geschieht dies wahrend der Kryosubstitution, wogegen bei der chemischen Fixierung

eine Entwéasserung stufenweise vor der Einbettung durchgeftihrt werden muss.

In dieser Arbeit wurde ausschlieRlich EPON® 825 verwendet. Dabei handelt es sich
um ein Epoxidharz, dass bei 60 °C ausgehartet wird. Die Vorteile von EPON® 825
liegen in der relativ geringen Viskositat im Vergleich zu anderen Einbettungsmedien

und seinen guten Polymerisationseigenschaften.

Abbildung 6: Darstellung des Ultramikrotoms "Leica Ultracut UCT".

2.3.4.Chemische Fixierung

Bei der chemischen Fixierung?”? handelt es sich um eine mehrstufige
Praparationsmehtode, bei der die Probe zuerst mit Hilfe von
Kontrastierungsreagenzien kontrastiert und fixiert wird. Danach wird die Probe

stufenweise entwassert, um sie anschlieRend in ein Einbettmedium zu Uberfiihren.

15
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Diese Entwasserung ist notwendig, da sich das Einbettmedium nicht in Wasser 16st
und somit ohne Substitution des Losemittels die Probe nicht infiltrieren kdnnte. Man
erhalt schliel3lich ein in ein festes Harz eingebettetes Praparat, von dem dann im
letzten Schritt ultradinne, durchstrahlbare Schnitte angefertigt werden.

Der Nachteil dieser Methode liegt darin, dass sich die Probe aufgrund der
chemischen Reaktion mit dem Kontrastierungsreagenz verandert und Artefakte
gebildet werden, die sich im TEM stdérend auswirken konnen. Nachteilig ist auch,
dass durch die Reaktion mit dem Stainingreagenz die Probe verandert wird, weshalb
diese nicht mehr in ihrer urspringlichen, nattrlichen Struktur vorliegt.

Fur biologische Proben wird als Fixiermittel Glutaraldhyd eingesetzt. Vor allem bei
Proteinen fuhrt Glutaraldehyd dabei durch Reaktion mit Amino-Gruppen zu einem
hohen Vernetzungsgrad.

Ein klassisches Kontrastierungsmittel bei diesem Verfahren ist Uranylacetat. Es
reagiert vor allem mit Carboxyl-, sowie Phosphatgruppen, weshalb es sich sehr gut

fur Proteine und Phosphlipide eignet.

2.3.5.Hochdruckgefrieren

Um die prinzipiellen Nachteile der chemischen Fixierung zu umgehen, wurde die
Methode des Hochdruckgefrierens entwickelt. Die grundsatzliche Idee hierbei ist,
dass alle Bestandteile einer Probe innerhalb kiirzester Zeit tiefgefroren werden, um
somit den ,nattrlichen* Zustand der Probe festzuhalten!*®. Dies geschieht bei 2400
bar mit flissigem Stickstoff bei -196 °C innerhalb von 50 ms. Abbildung 7 zeigt den
Druck- und Temperaturverlauf eines typischen Einfriervorgangs. Die Probe hat
bereits nach ca. 10 ms eine Temperatur von -180 °C erreicht. Dadurch ist es
maoglich, Proben von bis zu 200 um Dicke ohne Vorbehandlung einzufrieren. Durch
die hohe Abkihlrate und den hohen angewandten Druck, bildet das sich in der Probe
befindliche Wasser keine Eiskristalle aus, die die Struktur der Probe zerstoren
konnten™. Es wird vielmehr zu einer hochviskosen Flussigkeit, dem amorphen
Wasser, eingefroren. Die so tiefgefrorenen Proben werden in flissigen Stickstoff
Uberfihrt, wo diese bis zur Weiterverarbeitung beispielsweise durch
Gefriersubstitution gelagert werden kdnnen.
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2. Grundlagen und Methoden

Das Prinzip der Hochdruckgefrierung wurde urspringlich fur biologische

Anwendungen entwickelt?™, ohne dabei Gefrierschutzmittel®!

verwenden zu
muassen, die zusatzliche, storende Artefakte bilden kdnnen. Der Gefrierprozess
wurde nach und nach weiter verbessert® 2l und weist in der Zwischenzeit eine hohe
Reproduzierbarkeit bei biologischen Proben wie Zellen oder Gewebe auf. Die
neueste Entwicklung stellt ein sogenanntes ,Rapid Transfer System“?¥ dar, mit dem
es moglich ist, Proben innerhalb von 5 s vollautomatisiert einzufrieren. Jedoch
werden in der Zwischenzeit hauptsachlich die Folgeschritte nach dem
Hochdruckgefrieren, wie die Gefriersubstitution, die Einbettung und die
Kontrastierung verbessert, da das Hochdruckgefrieren eine etablierte Methode

darstellt.
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Abbildung 7: Temperatur/Druck- Zeit-Verlauf der Hochdruckgefrierung.
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Abbildung 8 zeigt den Hochdruckgefrierer® JHPF Compact 01“. Durch ihn ist es
maglich, Proben bei einem Druck von 2400 bar mit flissigem Stickstoff bei — 196 °C
einzufrieren. Die Anlage wurde nach dem Prinzip von Moor®® entwickelt und wird
fast ausschliel3lich zum Einfrieren von biologischen Proben eingesetzt. Die
maximalen Abmessungen sollten hierbei eine Dicke von 0,2 mm nicht Ubersteigen,

das maximale Volumen sollte nicht mehr als 0,6 mm? betragen.

vusos = @

Abbildung 8: Darstellung des Hochdruckgefrierers “HPF Compact 01",

Prinzipiell kann man dieses Verfahren zum Einfrieren jedes beliebigen, wassrigen
Systems verwenden. Fur Polymere ist in der Literatur diesbezlglich allerdings nichts
bekannt. Daher mul3 die praparative Handhabung speziell auf die Probe abgestimmt
werden. So konnen die Suspensionen aus Polymerteilchen beispielsweise vor dem
Einfrierprozess in einer Kapillare gebracht werden, um diese dann anschlie3end

komplett im HPF einzufrieren’?®.
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2.3.6. Gefriersubstitution

Ist die Probe erst einmal im HPF eingefroren worden, so ist sie noch lange nicht
bereit, um im TEM untersucht zu werden, da sie noch wesentlich zu dick ist. Der an
die HPF anschlielende Schritt ist dann die Gefriersubstitution. Hierbei wird im
Wesentlichen das amorphe Wasser, welches die eigentliche Probe einschliel3t, durch
ein Harz ersetzt. Man erhalt am Ende des Prozesses einen festen Block, der die
Probe weitestgehend in ihrem natirlichen Zustand enthalt. Dieser wird dann im

Ultramikrotom zu diinnen Schni tten weiterverarbeitet.

Fur die Gefriersubstitution wurde eine Anlage von Leica verwendet, mit der es
moglich war Uber einen zuvor programmierten Temperatur-Zeit-Verlauf die Probe
langsam innerhalb von 20 h von -90 °C auf 0 °C zu erwarmen. Dabei ist wichtig, dass
zunéchst 13 h lang eine Erwarmung von -90 °C auf -80 °C erfolgt und fir den
weiteren Verlauf einem exponentiellen Gefriersubstitutionsprotokoll gefolgt wird®!,
Nach erfolgter Substitution des Wassers kdnnen die Proben in ein Harz eingebettet
werden.

Bei der Gefriersubstitution wird das tiefgefrorene, amorphe Wasser gegen ein
organisches Losemittel wie Ethanol, Aceton oder 1-Propanol®® bei -90 °C
ausgetauscht, in dem sich die gefrorene Wasserphase bei den niedrigen
Temperaturen  [6st®3.  Im  Losemittel sind  strukturstabilisierende  und
kontrasterhbhende Reagenzien wie Osmiumtetroxid, Uranylacetat und Glutaraldehyd
enthalten®?. Diese reagieren jedoch erst ab Temperaturen oberhalb von -70 °C mit
der Probe. Wahrend und vor der Gefriersubstitution darf die Temperatur nicht hher
als -70 °C sein, da ansonsten die Rekristallisation von Wasser einsetzt, was eine
Zerstobrung der Proben zur Folge hat.

Die Gefriersubstitution ist der Schritt in der Kryopraparation, der die Qualitat der
Probe am meisten beeinflusst und am schwersten zu kontrollieren ist. Die hierfur
etablierten Methoden wurden nur empirisch ermittelt. Es gibt aus diesem Grund in
der Literatur beinahe so viele Gefriersubstitutionsprotokolle wie Veroffentlichungen.
Als Lésemittel der Wahl wird Aceton verwendet™, jedoch gibt es keine einheitliche
Meinung uber die zu verwendenden Stainingreagenzien. Der Nachteil von Aceton

liegt jedoch darin, dass bei den niedrigen Temperaturen wahrend der Substitution
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2. Grundlagen und Methoden

nur wenig Wasser in Aceton l6slich ist. Das Gefriersubstitutionsprotokoll muss
deshalb individuell nach der Probe und der Art der durchgefiihrten Untersuchung
angepasst wer den.

In der Literatur ist bisher kaum etwas zum mechanistischen Verstandnis des
Substitutionsprozesses bekannt. Es wurden bisher auch nur wenige Beobachtungen
und Aussagen zum Vorgang der Gefriersubstitution gemacht. Humbel und Muller®*
stellten fest, dass die Geschwindigkeit des Substitutionsprozesses mit der Polaritat
des verwendeten Ldsemittels zunimmt, jedoch drastisch abnimmt, wenn zuséatzliches
Wasser zugeben wird. Daraufhin wurden nur noch wasserfreie Losemittel fur die
Substitution verwendet. Der Nachteil, der dadurch entsteht, ist, dass die Losemittel
mehr Lipide aus den Zellstrukturen extrahierten, wodurch weniger Kontrast
vorhanden ist. Dabei gilt: Je polarer das Losemittel (Methanol > Ethanol > Aceton),
desto mehr Lipide werden aus den Zellen extrahiert und desto weniger Kontrast ist
vorhanden.

Durch Zugabe von etwas Wasser zum Substitutionsmedium kann der Kontrast der
Probe dagegen gesteigert werden®, da die Lipide, die in den Membranen
vorhanden sind, bei hdherem Wassergehalt weniger stark herausgeldst werden.

Zur Gefriersubstitution von Polymeren ist in der Literatur, ebenso wie Uber die
Hochdruckgefrierung bisher nichts bekannt.

Abbildung 9 soll den Solvatationsprozess des tiefgefrorenen, amorphen Wassers
innerhalb der Kapillare bei Temperaturen zwischen -90 °C und -80 °C
veranschaulichen. Dabei werden vor allem Polymere, die sich an den Kapillarenden
befinden durch Diffusion herausgeschwemmt. Nur in der Mitte der Kapillare und an
der Kapillarwandung bleibt noch genug Polymer zurtick. Ab Temperaturen um -70 °C
beginnt schlieflich die Kontrastierung.

Nach Erreichen von 0 °C werden die Proben noch eine Stunde lang weiter im
Substitutionsmedium  bei  dieser Temperatur gelagert, so dass das
Kontrastierungsreagenz vollstéandig abreagieren kann.
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[ ] ® .. (

Abbildung 9: Schematische Darstellung einer Kapillare und eines Querschnitts durch die Mitte der
Kapillare wahrend der Substitution. Dabei ist auch die Verteilung der Polymere in der Kapillare
beriicksichtigt. In Pfeilerichtung erfolgt hauptsachlich das Herauslésen des hochdrucktiefgefrorenen,

amorphen Wassers mit dem Substitutionsmedium.

Zum besseren Verstandnis des Losungsprozesses des amorphen Wassers, der bei
-90 °C in der Gefriersubstitution ablauft, dient Abbildung 10. In ihr ist der Ort gegen
die Konzentration von Wasser aufgetragen. An der Grenzflache findet diffusions-
gesteuert die Loésung des amorphen Wasser durch das Substitutionsmedium statt. In
der Grenzschicht befindet sich ein Konzentrationsgefélle. Diese wird durch die
Diffusion und den L6sungsprozess in Pfeilrichtung verschoben.

Erst nachdem der Prozess vollstdndig abgeschlossen ist, darf die Temperatur tUber
-80 °C steigen (aufgrund der Rekristallisation von Wasser).

21



2. Grundlagen und Methoden
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Grenzflache zwischen dem amorphen Wasser und dem

Gefriersubstitutionsmedium.
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3. Experimentell er Teil

3.1. Verwendete Chemikalien und Gerate

Chemikalien

In Tabelle 1 sind die verwendeten Chemikalien aufgelistet.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Chemikalienbezeichnung Herkunft Reinheit
Ethanol p.A. VWR International GmbH >99,5%
1-Hexadecen Alfa Aesar GmbH & Co KG 94%
Uranylacetat VWR International GmbH >99%

Osmiumtetroxidlésung 4% Sigma 4% in L6sung

Ruthenium (IV)-oxid Monohydrat SPI-Chem k. A.
Natriumperiodat Fluka >99,8%
EPON® 825 Fluka k. A.
Aceton p.A. VWR International GmbH >99,98%
Tetrahydrofuran VWR International GmbH >99,9%
Methanol p.A. Alfa Aesar GmbH & Co KG >99,8%
Zellkultur

Fur die durchgefiihrten Versuche wurde eine HelLa-Zelllinie der DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) verwendet. Diese wur den
in einem Kulturmedium, bestehend aus DMEM ( Gibco), versetzt mit 10% FCS
(Invitrogen), 100 U Penicillin (Invitrogen) und 100 pg/mL Streptomycin (Invitrogen),
gezlchtet.
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Gerate

Genauere Angaben zu den ver wendeten Geréten sind in Tabelle 2 aufgefuhrt.

Tabelle 2: Verwendete Geréte

Gerat Hersteller Bezeichnung
Transmissionselektronenmikroskop FEI Tenai F20
Trimmer Leica EM Trim
Mikrotom Leica Ultracut UCT
Hochdruckgefrierer Engeneering Office M. Wohlend HPF Compact 01
Gefriersubstitutionsanlage Leica EM AFS2

3.2. Praparation der Proben fiirs TEM

3.2.1.Darstellung der Polyurethankapseln

Die Synthese der Polyurethan- und Polyharnstoffkapseln erfolgte mittels inverser
(Wasser-in-Ol)-Miniemulsionstechnik. Die kontinuierliche Phase war Cyclohexan, die
disperse Phase eine wassrige Starkelosung. Die Vernetzung der Starke mittels
Toluoldiisocyanat (TDI) fand an der Tropfchengrenzflache zwischen kontinuierlicher
und dispergierter Phase statt. Dazu wurde TDI zu der bereits gebildeten
Miniemulsion zugegeben. Nach erfolgter Kapselsynthese wurden die synthetisierten

Proben in eine wassrige SDS-Ldsung (0,3%) Uberfuhrt.

3.2.2.Vorbereitungen fiir Praparation der HelLa-Zellen

Die fur das Hochdruckgefrieren von HelLa-Zellen benétigten Saphir-Discs wurden
zunéchst in 60%iger Schwefelsaure im Ultraschallbad 15 min geschallt und mit
Wasser abgesptilt und anschliel3end in einer Spulmittellésung fir 15 min erneut
geschallt, mit warmem Wasser abgespilt und zum Schluss dreimal mit Ethanol
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gewaschen. Die gereinigten Saphir-Discs konnen dann unter Ethanol gelagert
werden.

Um die HelLa-Zellen besser auf den Saphir-Discs kultivieren zu kdnnen, wurden
diese zuvor mit Kohle bedampft. Aul3erdem diente diese Schicht spéater als
Trennschicht zwischen der Saphir-Disc und den eingebetteten Zellen.

Die HelLa-Zellen wurden Ublicherweise in einer 24 Well-Platte auf den
vorbehandelten Saphir-Discs kultiviert, wobei pro Well etwa 100000 Zellen angesetzt

wurden.

3.2.3.Praparation der HelLa-Zellen und der Polymere fiir die HPF

Die auf den Saphir-Discs kultivierten HelLa-Zellen wurde aus dem N&ahrmedium
genommen, das auf den Zellen verbliebene Nahrmedium mit einem Rundfilter
abgezogen und dann in 1-Hexadecen getaucht. 1-Hexadecen verdrangt das restliche
Wasser und diente als Druck- und Temperaturtbertrager. Die Saphir-Disc wurde
dann zwischen zwei Aluminiumplattchen gelegt, wobei darauf zu achten ist, dass die
kultivierte Seite nicht in Kontakt mit dem Aluminiumplattchen kommt. Hierzu besitzen
diese eine etwa 0,2 mm tiefe Auskerbung. Anschliel3end wird die so vorbereitete und
eingeschlossene Probe im HPF tiefgefroren.

Diese Art der Probenvorbereitung ist fir Polymerdispersionen nicht praktikabel, und
daher wird eine etwas modifizierte Methode verwendet (siehe Abbildung 11)[28]:
Hierzu wurde die Probe (eine wassrige Dispersion) in einer etwa 5 cm langen
Kapillare aufgenommen, bis sich diese vollstandig mit der Polymerdispersion gefullt
hat und danach in 1-Hexadecen getaucht. Mit Hilfe eines Skalpells wurde diese
Kapillare dann in 2-2,5 mm kurze Stucke geschnitten, von denen jeweils 4-6 in ein
Aluminiumplattchen mit 0,2 mm Auskerbung gelegt wurden. Dieses wurde mit einem
planen Aluminiumplattchen verschlossen. Dabei ist darauf zu achten, dass die
Kapillaren nicht Uberstehen, da diese sonst wahrend der HPF leergedrickt werden.
Die so fertigpraparierten Sandwiches wurden im Hochdruckgefrierer tiefgefroren und
anschlieRend direkt in flissigen Stickstoff Gberfuhrt. Dabei musste darauf geachtet
werden, dass die Temperatur der Proben stets unter -80 °C bleibt, da oberhalb

dieser Temperatur die Rekristallisation des Wassers einsetzt.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Probenpraparation von suspensionsgefiillten Kapillaren.

(1) Eine Kapillare (mit einem Innendurchmesser von 200 pm) wird durch Kapillarkrafte gefullt. (2) Die
Kapillare wird in einem 1-Hexadecenbad mit einem Skalpell in 2-2,5 mm Stiicke geschnitten. (3) 4-6
Kapillarstiicke werden zwischen zwei Aluminiumpléattchen gelegt (umgeben von 1-Hexadecen) und
hochdrucktiefgefroren. (4) Die gefriersubstituierten Proben werden in einem Eppendorf®-Gefal in EPON®
eingebettet. (5) Nach dem Ausharten des EPON® kénnen im Mikrotom dann ultradiinne Querschnitte der

Kapillare angefertigt werden.

3.2.4.Herstellung des Substitutionsmediums

Nach dem HPF war die Probe in amorphem Eis eingebettet, und dieses musste
anschlieBend gegen ein Substitutionsmedium ausgetauscht werden. Hierzu wurden
6 mg Uranylacetat in 5,7 ml des zur Substitution verwendeten Ldsemittels im
Ultraschallbad geldst. Dabei nimmt die Lo6slichkeit mit steigender Polaritdt des
Losemittels zu: THF < Aceton < Ethanol < Methanol. In Aceton und THF ist das
Uranylacetat nicht mehr vollstandig l6slich. AnschlieRend wurden 300 pL 4%ige

Osmiumtetroxidléung zugegeben und die Losung kurz geschuttelt.
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3.2.5.Durchfuhrung der Kryosubstitution und Einbettung

Bei der Kryosubstitution wurden die Proben tber einen Zeitraum 20 h von -90 °C auf
0 °C erwarmt. Dabei waren die tiefgefrorenen Proben vom Substitutionsmedium
umgeben. Die Substitution wurde von der Substitutionsanlage entsprechend dem
Temperatur-Zeit-Verlauf in Abbildung 12 gesteuert. Die Proben wurden anschliel3end
auf Raumtemperatur gebracht und das Substitutionsmedium gegen eine Mischung
aus EPON® und dem entsprechendem Lésemittel im Verhéltnis 50:50 ausgetauscht.
In diesem wurden die Proben weitere 2 h lang infiltriert und danach in reinem EPON®
Uber Nacht stehen gelassen.

AnschlieBend wurden die Proben in ein mit EPON® gefiilltes 0,5 mL Eppendorfgefa
Uberfiihrt. Dabei missen die Saphir-Discs richtig (mit der kultivierten Seite nach
oben) ausgerichtet sein.

Die Kapillaren mussten einzeln mit Hilfe einer feinen Prapariernadel entnommen und
senkrecht ausgerichtet werden (fur optimale Schnitte der eingebetteten Kapill aren).
Die so in EPON® eingebetteten Proben mussten nochmal fiir 2 Tage bei 60 °C in den

Trockenschrank zum Aushéarten.
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Abbildung 12: Temperatur-Zeit-Verlauf bei der Kryosubstitution.
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3.2.6. Anfertigung von Schnitten am Mikrotom

3.2.6.1. Schnitte der eingebetteten HelLa -Zellen

Nach der Aushartung wurden die Proben in flissigen Stickstoff getaucht, wodurch die
Saphir-Disc an der Kohle-Trennschicht durch den Temperaturschock weggesprengt
wurde und nur noch die Zellschicht im Polymerblock verblieb. Aus diesem wurde mit
Hilfe eines Trimmers ein Trapez um eine groéRere Zellanhaufung herausgefrast.
Anschlie3end wurden am Mikrotom mit einem Diamantmesser ultradinne Schnitte
von etwa 60 nm angefertigt, die mit Hilfe eines ,Perfekt-Kescher” auf ein TEM-
Netzchen Ubertragen wurden. Der “Perfekt-Kescher® ist eine Transferschlinge,
bestehend aus Pl atin, mit der die Probenschnitte tGbertr agen werden konnen.

3.2.6.2. Schnitte der eingebetteten Kapill aren

Die in EPON® eingebetteten Kapillaren mussten vor dem Schneiden erstmals mit
Hilfe eines Trimmers freiprapariert werden. Das die Kapillaren umgebende EPON®
wurde dabei weggefrast, so dass an der Spitze der Probe ein kleiner, etwa 0,5 mm
breiter, trapezférmiger Block entsteht. Von dem so vorpraparierten Polymerblock
wurden dann am Mikrotom 60 nm ultradiinne Schnitte angefertigt, die anschlie3end

mit einem ,Perfekt-Kescher” auf ein Kupernetzchen tbertragen wurden.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Fur biologische System wie beispielsweise Zellen und Zellgewebe ist die Methode
des Hochdruckgefrierens mit anschliel3ender Gefriersubstitution bereits etabliert, da
sie die Proben optimal in ihrer Struktur konserviert und auch kontrastiert. Daher
wurde das Praparationsprotokoll im Rahmen dieser Arbeit zundchst an einem
zellularen System (unbehandelte HelLa-Zellen) untersucht, um die optimalen
Parameter fir die HPF und die Gefriersubstitution einzustellen. Hierbei wurde
hauptsachlich der Einfluss des Substitutionsmediums, das bei der Gefriersubstitution
eingesetzt wird, untersucht. Es wurden drei verschiedene Losungsmittel wéhrend der
Gefriersubstitution verwendet und die resultierenden TEM-Bilder gegeneinander
verglichen. Zusatzlich wurden unbehandelte HelLa-Zellen auch chemisch fixiert, um
einen Vergleich zwischen diesen beiden Praparationsmethoden zu er halten.
Nachdem sich dann gezeigt hat, dass die Kryo-Praparation reproduzierbare
Ergebnisse fir biologische Systeme liefert, konnte man dazu tbergehen, diese auch
auf polymere Systeme in wassrigem Medium zu Uubertragen. Hierzu wurden
exemplarisch diverse Polyurethan- und Polyharnstoffkapseln herangezogen. Es
wurden absichtlich Kapseln und keine Polymerpartikel eingesetzt, da Polymerkapseln
wesentlich empfindlicher gegenuber Deformationen und Morphologieanderungen
sind. Daher sind sie mit den herkdmmlichen Pré&parationsmethoden (vor allem ,Drop-
Casting* Praparation) nur schwer morphologiegetreu im TEM abbildbar.

Zum Abschluss der Arbeit wurde die neu entwickelte Methode dazu verwendet, um
TEM-Analytik an verschiedenen Polyurethankapseln zu betreiben: Mittels Kryo-
Praparation sollte die Einkapselung von goldmarkierten Antikorpern Uberprift

werden.
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4.1. Vergleich von verschiedenen Losemitteln bei der Gefrier-

substitution unbehandelter HelL a-Zellen

In einer ersten Versuchsreihe wurde der Einfluss verschiedener Losemittel bei der
Gefriersubstitution  untersucht. Dazu wurden unbehandelte HelLa-Zellen
hochdrucktiefgefroren und bei -90 °C in die Gefriersubstitutionsanlage utberfuhrt, in
der die drei verschiedenen Substitutionsmedien bereits vorgekihlt gelagert wurden.
Bei den drei verschiedenen Lésemitteln handelte es sich um Methanol, Aceton und
THF.

Auffallend war, dass sich bei THF ein gelber Niederschlag im Eppendorfgefald
ausgebildet hatte. Dabei handelte es sich sehr wahrscheinlich um die
Kontrastierungsreagenzien Uranylacetat und Osmiumtetroxid, die in THF bei -90 °C
nicht mehr vollstdndig l6slich und daher bei diesen niedrigen Temperaturen

ausgefallen sind.

4.1.1.Methanol als Substitutionsmedium

Mit Methanol als Substitutionsmedium wahrend der Gefriersubstitution ist in den
Schnitten keine deutliche Zellstruktur mehr erkennbar (Abbildung 13). Durch die
Substitution mit dem polaren Losemittel Methanol erfolgt die Extraktion vieler
Zellbestandteile, die Zellorganellen schrumpfen®®. Aus diesem Grund erscheint die
Zellstruktur  in  der TEM-Abbildung nur sehr diffus, obwohl das
Kontrastierungsreagenz im Substitutionsmedium die Zelle durchdringt. Die Ursache
hierfur ist bei dem verwendeten Ldsemittel zu suchen: Aufgrund seiner hohen
Polaritat 16st das Methanol wahrend der Gefriersubstitution nicht nur das gefrorene
Wasser aus dem Zellgewebe heraus, sondern auch noch Zellbestandteile und

Membranen, die hauptsachlich aus Phospholipi den bestehen.
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Abbildung 13: Kryo-Praparation mit Hochdruckgefrierer und Gefriersubstitution (mit Methanol als
Losemittel) von unbehandelten HelLa-Zellen. Die Zellstrukturen und Membranen werden mit Methanol als
Losemittel kaum kontrastiert. Der Grund hierfr liegt in der hohen Polaritat des Lésemittels: Wahrend der
Gefriersubstitution wird nicht nur das amorphe Wasser substituiert, sondern auch wichtige
Zellbestandteile sowie die Phospholipide der Membranen herausgeldst.

4.1.2.Tertahydrofuran als Substitutionsmedium

Abbildung 14 zeigt TEM-Aufnahmen von Schnitten unbehandelter HeLa-Zellen, die
durch Kryo-Praparation hergestellt wurden. Bei der Gefriersubstitution wurde als
Losemittel THF verwendet. Deutlich erkennbar sind auf den Bildern der Zellkern (a)
und mehrere Vesikel (b), sowie die Zellstruktur. Jedoch sind die feinen
Membranstrukturen nicht deutlich zu erkennen. Der Grund hierfur liegt in der
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schlechten Loslichkeit der Kontrastierungsreagenzien im Substitutionsmedium, was
eine geringe Kontrastierungseffizienz des Zellgewebes zur Folge hat.

Abbildung 14: Kryo-Préaparation mit Hochdruckgefrierer und Gefriersubstitution (mit THF als Losemittel)
von unbehandelten HelLa-Zellen. Membranen werden mit THF als L&semittel kaum kontrastiert, jedoch
sind die Zellstrukturen wie der Zellkern (a) und Vesikel (b) gut erkennbar. THF ist eines der unpolarsten,
vollstandig wasserldslichen Losemittel. Deshalb ist davon auszugehen, dass THF keine Zellbestandteile
herausldst. Jedoch lésen sich auch die verwendeten Kontrastierungsreagenzien (Uranylacetat und
Osmiumtetroxid) kaum mehr, weshalb die TEM-Aufnahmen nur eine unzureichende Kontrastierung
aufweisen und daher die Membranstrukturen nicht deutlich erkannbar sind.
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4.1.3.Aceton als Substitutionsmedium

Abbildung 15: Kryo-Praparation mit Hochdruckgefrierer und Gefriersubstitution (mit Aceton als
Losemittel) von unbehandelten HelLa-Zellen. Zellbestandteile, wie Vesikel (a) und Mitochonrien (b) und
Membranen werden mit Aceton als Ldsemittel sehr gut kontrastiert und demzufolge in den TEM-
Aufnahemn optimal dargestellt.

Mit Aceton als Substitutionsmedium werden sowohl die Zellbestandteile wie Vesikel
und Mitochondrien, als auch die feinen Membranen ideal kontrastiert (s. Abbildung
15). Fir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten biologischen Materialien ist
Aceton folglich das Losemittel der Wahl. Im Ubrigen hat sich Aceton fir die meisten
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biologischen Systeme als das ideale Substitutionsmedium herausgestellt, was sich
auch in der entsprechenden Literatur-stellen wiederspiegelt®®.

4.2. Methodenvergleich: chemische Fixierung und Kryo-

Praparation

Die Starke der Kryo-Praparation biologischer Proben zeigt sich beim direkten
Vergleich mit der herkdmmlichen chemischen Fixierungsmethode. Wie bereits
festgestellt wurde, werden bei der Kryo-Praparation die Zellstrukturen optimal
konserviert und in der TEM-Abbildung wiedergegeben™". Demgegentiber wurden
HelLa-Zellen auch mittels chemischer Fixierung prapariert und die Ergebnisse beider
Methoden in Abbildung 16 gegentber gestellt.

In Abbildung 16 a ist ein Schnitt dargestellt, der durch chemische Fixierung erzeugt
wurde. Hier ist die Zellstruktur zwar erkennbar, allerdings sind feinere Details wie
beispielsweise Membranen nicht mehr sichtbar. Zusatzlich fallt im Vergleich zu den
kryo-praparierten HelLa-Zellen auf, dass es zu einer héheren Artefaktbildung kommt.
Die Ursache hierfir liegt in der Durchfihrung der chemischen Fixierung, bei der die
noch lebenden Zellen bei Raumtemperatur mit der Fixanz und dem
Kontrastierungsreagenz, das unter diesen Bedingungen sehr reaktiv ist, versehen
werden. Das bedeutet, dass sich die Struktur der Zellen noch wéhrend der Fixierung
mafgeblich andert; das Fixiermittel wirkt nicht instantan, sondern es bendtigt eine
gewisse Zeitspanne von der Zugabe bis zur letztendlichen Fixierung. Bei der Kryo-
Praparation hingegen wird die Struktur innerhalb von 10 ms eingefroren und damit
kann, solange die Probe im amorphen Eis eingebettet ist, keine weitere
Strukturéanderung erfolgen. Hierin liegt der grof3e Vorteil dieser Methode.
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1000 nm

Abbildung 16: Methodenvergleich von chemischer Fixierung (a) und Kryo-Préparation (b) an
unbehandelten HelLa-Zellen: Es wir deutlich, dass mit Hilfe der Kryo-Préparation der Erhalt von feinen
Membranen erreicht werden kann. Durch die lange Einwirkungszeit der Fixanz und dem
Kontrastierungsreagenz bei Raumtemperatur wahrend der chemischen Fixierung ist eine erhdhte
strukturelle Anderung der Probe zu erwarten, was die Qualitéat der chemischen Fixierung mindert.

4.3. Kryo-Praparation von Polymeren

Ganz allgemein betrachtet bestehen biologische System wie zum Beispiel die oben
untersuchten HelLa-Zellen aus selbstorganisierten organischen Molekilen, die sich in
wassriger Umgebung befinden. Daher liegt es nahe, die exzellenten konservierenden
Eigenschaften der Kryo-Praparation auf ahnliche, nicht biologische Systeme zu
Ubertragen. Polymerteilchen oder —kapseln in wassriger Dispersion sollten sich
demzufolge ebenso fur diese Methode eignen. Allerdings muss das
Praparationsprotokoll  speziell auf Bedurfnisse und Eigenschaften der zu
untersuchenden Probe angepasst wer den.
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Fur die Anwendung der Kryo-Praparation auf Polymere stellt Aceton, welches fir
biologische Proben das optimale Substitutionsmittel ist, ein Problem dar, da viele
Polymere durch Aceton angelOst oder sogar komplett gelést werden. Aus diesem
Grund wurde Ethanol als Losemittel in den folgenden Gefriersubstitutionen

ausgewahlt.

Die Wahl von Ethanol beschrankte allerdings die  Auswahl des
Kontrastierungsreagenz, da nur noch Osmiumtetroxid verwendet werden konnte. Der
Grund hierfir ist, dass das fur Polymere weitaus besser geeignete
Rutheniumtetroxid, mit dem selbst aromatische Systeme oxidiert werden kénnent®,
auch Ethanol oxidiert. Somit fallt schon bei der Zugabe einer in-situ hergestellten
Losung von Rutheniumtetroxid (s. Abbildung 5) zum Substitutionsmedium schwarzes

Rutheniumdioxid durch Oxidation des Ethanols aus.

Fur die Kryo-Fixierung polymerer Systeme wurden die mit den entsprechenden
Polymerdispersionen geflllten Kapillaren hochdrucktiefgefroren und in die
Gefriersubstitutionsanlage  Uberfihrt, ohne diese dabei aufzutauen. Als
Substitutionsmedium diente dabei Ethanol, da sich Aceton im Falle von Polymeren
nur bedingt eignet. Die substituierten und kontrastierten Polymere wurden in EPON®
eingebettet, am Mikrotom geschnitten und im Transmissionselektronenmikroskop
betrachtet (s. Abbildung 17):
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50.nm

Abbildung 17: TEM-Aufnahmen von EPON®-Schnitten verschiedener Kapseln, die durch Kryo-Praparation
hergestellt wurden. Aus den Bildern wird deutlich, dass sich die Kapseln nach der Praparation meistens
an der Kapillarwandung (markiert durch die Pfeile) befinden, wie in a, ¢ und d deutlich wird. In a, b und d
sind Polyharnstoffkapseln abgebildet, die aus Diaminohexan und TDI dargestellt wurden. Es sind keine
Deformmationen zu beobachten. ¢ zeigt Polyurethankapseln aus Hexandiol und TDI. Dabei wird die
Adsorption der Kapsel an der Kapillarwandung deutlich, da dort die Reaktion mit dem
Kontrastierungsreagenz nicht stattgefunden hat. Da die Kapseln in einem Harz eingebettet sind, sind

diese TEM-Praparate sehr stabil gegen Elektronenstrahlung und daher ist es auch mdglich, TEM-
Aufnahmen bei hdheren VergréRerungen zu machen (d).
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In Abbildung 17 sind TEM-Bilder verschiedener Kapseln abgebildet. Dabei handelt
um Polyharnstoffkapseln (a, b und d), die aus Diaminohexan und TDI hergestellt
wurden und um Polyurethankapseln (c) aus Hexandiol und TDI. Auffallend ist, dass
sich ein Grofdteil der durch Kryo-Fixierung praparierten Kapseln an der
Kapillarwandung befindet (markiert durch die Pfeile in Abbildung 17). Dies ist sehr
wahrscheinlich auf die an das Hochdruckgefrieren anschlieBende Gefriersubstitution
zuruckzufihren. Man kann davon ausgehen, dass nach dem Einfrieren die Probe in
einem nahezu urspringlichen Zustand vorliegt.

Bei der anschlieRenden Gefriersubstitution wird das hochdruckgefrorene, amorphe
Wasser vom Substitutionsmedium Ethanol bei -90 °C bis -80 °C herausgelost®".
Dieser Losungsprozess findet nur sehr langsam statt, da er nur durch Diffusion
vorangetrieben wird. Die Losungen werden wahrend der Gefriersubstitution nicht
geruhrt oder geschiittelt. Auf diese Weise l6st sich das amorphe Wasser nach und
nach auf, ohne dabei zu rekristallisieren. Man erhalt dadurch ein flissiges System, in
dem die Kapillaren mit den darin enthaltenen Polymerdispersionen schwimmen. Die
Dispersionen sind nach erfolgter Substitution nicht mehr wassrig, sondern ein
Ethanol-Wasser-Gemisch mit sehr hohem Ethanolgehalt (> 90%), wodurch die Probe
bei den Substitutionstemperaturen von -90 °C flussig bleibt.

In diesem Stadium der Gefriersubstitution geht durch die Diffusion innerhalb der
Kapillare ein Grol3teil der dispergierten Polymerpartikel verloren, da diese
herausgeschwe mmt werden. Ahnlich dem Strémungsprinzip von Hagen-Poiseuille®®!
werden vor allem die Partikel herausgeschwemmt werden, die sich in der Mitte der
Kapillare befinden. Je naher sich die Partikel am Rand befinden, desto niedriger ist
die dort herrschende Strémung, wodurch sich nach der Gefriersubstitution die
Partikel bevorzugt an den Kapillarwandungen befinden. Aus diesem Grund muss bei
der Kryo-Praparation mit hohen Polymerkonzentrationen von 3-5 Gew% gearbeitet
werden, so dass trotz des Verlustes an herausgespulten Polymerpartikeln wahrend
der Gefriersubstitution noch geniigend Material in der Kapillare fur die anschlie3ende
Einbettung erhalten bleibt.

Nach dem Austausch des Wassers gegen Ethanol wird das Substitutionsmedium mit
der darin enthaltenen Probe langsam erwarmt. Bei etwa -70 °C beginnt dann das im
Substitutionsmedium enthaltene Kontrastierungsreagenz mit den Polymerpartikeln zu

reagieren, wodurch diese kontrastiert und zusatzlich fixiert werden. Dabei ist nicht
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auszuschlieBen, dass es teilweise auch zur Adsorption und Fixierung der
Polymerkapseln auf der Kapillarwandung kommt (siehe Abbildung 18 c).

Nach erfolgter Gefriersubstitution werden die Proben noch 1 h lang bei O °C gelagert,
so dass das Kontrastierungsreagenz vollstandig abreagieren kann, bevor die Proben
dann in einem Epoxidharz eingebettet werden.

Aus den Aufnahmen in Abbildung 17 wird deutlich, dass die Kapseln durch die Kryo-
Praparation kaum deformiert und nicht zerstort wurden. Dies spricht fur einen sehr
guten Strukturerhalt, der genauso wie bei biologischen Materialien erfolgt.

Sind nur wenig Artefakte durch das Kontrastierungsreagenz vorhanden, ist sogar
maoglich HRTEM-Bilder (d) des Material s aufzunehmen.

4.4. Vergleich verschiedener Praparationsmethoden von

Polymeren zur elektronenmikroskopischen Untersuchung

In diesem Abschnitt soll die Kryo-Praparation anderen, zur Praparation von
Polymeren geeigneten Methoden gegentbergestellt werden. Bei der ersten Methode
handelt es sich um die sogenannte Drop-Casting Methode, bei der die Probe einfach
durch Auftropfen einer stark verdinnten Kapseldispersion auf ein kohlebefiimtes
Netzchen  erzeugt wurde. Als zweites wurde zur Dispersion ein
Kontrastierungsreagenz  (Osmiumtetroxid) zugeben und nach einer Stunde
Inkubationszeit ebenfalls auf ein kohlebedampftes Netzchen aufgetropft. Eine dritte
Probe wurde durch Kryo-Praparation hergestellt.

4.4.1. Auftropfen von Polyurethankapseln

Wie bereits in Kapitel 2.3.1. erwahnt, ist die ,Drop-Casting-Methode* die einfachste
Praparationsmethode zur Herstellung von TEM-Praparaten. Abbildung 18 zeigt
anschaulich zwei verschiedene Effekte, die bei der ,Drop-Casting-Methode* auftreten

konnen. Zum einen werden empfindliche Proben, wie die hier verwendeten
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Polyurethankapseln aus Milchsaure und TDI, deformiert oder kollabieren aufgrund
des Losemittelentzuges (Abbildung 18 a). Zum andern lagern sich beim Trocknen
und der damit verbundenen Aufkonzentration die Kapseln um die Stege des TEM-
Netzchens in grof3en Anhaufungen an (Abbildung 18 b). Auch hier kommt es dann
bei empfindlichen, mechanisch unstabilen Partikeln zu Deformationen und
morphologischen Anderungen. Prinzipielle Aussagen uber die urspriingliche Gestalt
der Probe sind zwar noch in gewissem Rahmen mdoglich, die Gefahr einer
Fehlinterpretation der Bilder ist allerdings immer zu berucksichtigen.

Abbildung 18: TEM-Aufnahmen von Polyurethankapseln, hergestellt aus Milchséaure und TDI,
redispergiert in 0,3% wassriger SDS-Ldsung. Als Praparationstechnik wurde die drop-casting-Methode
verwendet. Die Kapseln zeigen die typischen Trocknungseffetke. Sie werden durch das Trocknen
deformiert oder ganz zerstort. In (b) ist ein weiterer Effekt deutlich zu erkennen. Durch das langsame
Trocknen lagert sich ein Grof3teil der Probe an den Stegen des TEM-Netzchens an.
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4.4.2.Kontrastierung in Dispersion

Die Auftropf-Methode ist fir mechanisch stabile Polymerpartikel aufgrund ihrer
Einfachheit sehr erfolgreich. Will man allerdings auch Partikel praparieren, bei denen
man Gefahr lauft, dass sich diese beim Trocknen morphologisch verédndern, so kann

man versuchen, diese Partikel vor dem eigentlichen Auftropfen zu fixieren.

Abbildung 19: Polyurethankapseln aus Milchsaure und TDI, die zuerst in Dispersion mit Osmiumtetroxid

kontrastiert und anschlieRend auf ein kohlebedampftes TEM-Netzchen aufgetragen wurden. Im Bulk an
den Stegen des TEM-Netzchens treten auch hier die typischen Trocknungseffekte auf (b). Die Kapseln
werden allerdings nicht mehr zerstort, sondern weisen nur Deformationen auf (a).

Werden die Polyurethan-Kapseln vor dem Auftropfen auf ein TEM-Netzchen eine
Stunde lang in der Mutter-Dispersion mit Osmiumtetroxid kontrastiert, so findet man

nahezu keine kollabierten Kapseln auf dem TEM Netzchen. Das typische Ergebnis
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der ,Vorfixierung“ vor dem Drop-Casting ist in Abbildung 19 dargestellt. Die Kapseln
bleiben in ihrer Form als Kapsel erhalten, und man erkennt deutlich die im Kontrast
dunklere Schale. Selbst in den Anhaufungen an den Stegen (b) des TEM-Netzchens
weisen diese hauptsachlich nur Deformierungen auf. Auf diese Weise kann auch die
Dicke der Kapselwandung bestimmt werden (a). Allerdings sind die Kapseln auch
hier im Vergleich zu ihrer urspringlichen, natirlichen Form verandert. Desweiteren
erkennt man in den TEM-Aufnahmen leicht, dass sich das eingesetzte
Kontrastierungsreagenz (in diesem Fall OsOy,) nicht nur an der Probe, sondern auch
als undefinierbarer Niederschlag auf dem gesamten Kohlesubstrat wiederfindet. Dies
mufd man bei der Dosierung des Kontrastierungsmittels beachten.

4.4.3.Kryo-Praparation

Schlief3lich wurden die gleichen Polyurethankapseln mittels der beschriebenen Kryo-
Methode prapariert. Im Gegensatz zu den auf Auftropfen beruhenden Methoden
werden hier von der Probe Querschnitte angefertigt, was an sich einige Vorteile in
sich birgt. So ist es wesentlich einfacher, beispielsweise die Dicke der Kapselwand
anhand von Querschnitten zu bestimmen oder auch Kern-Schale-Architekturen eines
Polymerpartikels darzustellen.

Abbildung 20 zeigt solche Querschnitte durch nahezu in ihrer urspringlichen Form
erhaltene Polymerkapseln. In Abbildung 20 (b) ist dabei ein fir diese
Praparationsmethode haufig auftretender Effekt gezeigt. Wahrend dem Lésen des
amorphen Wasser bei der Gefriersubstitution werden durch die in der Kapillare
herrschende Diffusion ein Groldteil der Kapseln heraus geschwemmt. Dadurch
befinden sich die in der Kapillare verbliebenen Kapseln hauptséchlich in der Nahe
der Kapillarwandung.

Alle drei Methoden sind zur Darstellung von Polymeren im TEM geeignet. Aus den
aufgenommenen TEM-Bildern lassen sich unterschiedlich viele Informationen Uber
das Polymer gewinnen. Die Drop-Casting Methode und das Kontrastierung in
Dispersion beschreiben den wirklichen Zustand der Probe nur unzureichend. Durch
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die Deformationen und die Zerstérung der Kapselstrukturen durch das Trocknen und
durch die Reaktion mit dem Kontrastierungsreagenz wird die Struktur der Kapsel
stark beeinflusst. Die bessere Methode stellt die Kryo-Préaparation dar. Hier lasst sich
ein Querschnitt der ursprunglichen Struktur der Kapsel darstellen.

Vergleicht man die chemisch fixierten Kapseln in Abbildung 19 mit den kryo-
praparierten in Abbildung 20, so wird deutlich, dass die Polyurethankapseln in
Abbildung 19 viel starker kontrastiert sind. Dies liegt daran, dass die Probe viel dicker
ist als die kyro-praparierten Kapseln in Abbildung 20. Zusatzlich befinden sich auf
dem gesamten kohlebedamften TEM-Netzchen viele undefinierbare Niederschlage,
die durch die Kontrastierung in Dispersion entstehen. Der Kontrast in Abbildung 20
dagegen beruht allein auf den unterschiedlichen Elektronendichten innerhalb der
Probe, da der Schnitt Gberall ca. 60 nm dunn ist. Auffallend ist auch, dass sich in den
allen Schnitten der kyro-praparierten Kapseln (siehe Abbildung 17 und 20) Artefakte
und Fragmente von zerstorten Kapseln befinden. Dies hangt zum einen mit der
niedrigen Stabilitdt der Kapseln, wie in Kapitel 4.5.1. noch ausfihrlicher beschrieben
wird, zusammen. Zum anderen befinden sich durch das Redispergieren der Kapseln
in Wasser nach ihrer Herstellung, Tenside und andere Artefakte in der Probe, die
wahrend dem Gefriersubstitutionsprozess mitkontrastiert werden. Es kann jedoch
ausschlossen werden, dass die verwendeten Polyurethankapseln wahrend der Kryo-

Praparation zerstort werden.

Die Methode der Kryo-Praparation ist sehr zeitaufwendig weswegen, sie sich als

Routinemethode nur bedingt eignet.
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100 nm

100 nm

Abbildung 20: Kryo-Préaparation mit Hochdruckgefrierer und Gefriersubstitution (mit Ethanol als
Ldsemittel) von Polyurethankapseln, die aus Milchséure und TDI hergestellt wurden. In den angefertigten
Ultradinnschnitten, sind die Kapseln gut erkennbar. In (b) ist ein typisches Phanomen dieser
Praparationsmethode aufgezeigt: Die meisten abgebildeten Kapseln befinden sich an der
Kapillarwandung. Die Kapillarwandung ist mit einem weif3en Pfeil markiert.
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4.5. Anwendunqg der Kryo-Praparation zur Analytik von
Polymeren

Wie im vorhergehenden Abschnitt gezeigt wurde, gibt es verschiedene
Moglichkeiten, partikulare Polymere fur TEM-Untersuchungen zu praparieren. Je
nach Fragestellung und Eigenschaften der Polymerpartikel wird man die jeweils im
Aufwand und Ergebnis optimale Methode auswahlen. Die Kryo-Praparation mittels
Hochdruckgefrierer und Gefriersubstitution zeichnet sich dabei vor allem durch die
guten, mor phologie-konservierenden Ergebnisse aus. Damit ist es nun gelungen, das
Spektrum der Praparationsmethoden malfigeblich zu erweitern und auf komplexere
Systeme und Fragestellungen anzuwenden.

In den weiteren Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit sollen nun vor allem
analytische Fragestellungen der Polymerkapseln im Vordergrund stehen.

In den folgenden Beispielen sind im Vorfeld der Kryo-Praparation Fragen zur Probe
aufgetreten, die mit Hilfe von transmissionselektronenmikroskopischen Unter-

suchungen geklart werden sollten.

4 .5.1.Langzeitstabilitat der Polyurethankapseln

In diesem Versuch wurden aus drei Monate alten Polyurethankapseln, die aus
Kartoffelstarke und TDI hergestellt wurden, mit Hilfe der Kryo-Praparation elektronen-
transparente Schnitte hergestellt und im TEM untersucht. Hierbei stellte sich heraus,
dass der typische Kapselquerschnitt, der normalerweise in den gefertigten Schnitten
erkennbar ist, nicht vorhanden ist. Es konnten nur Fragmente der Kapselhtllen
entlang der Kapillarwandung gefunden werden (s. Abbildung 21).

Die Zerstorung bzw. Zersetzung der Kapseln muss vor dem Hochdrucktiefgefrieren
stattgefunden haben, da mittels HPF die Struktur beim Gefrieren durch die extrem
hohe Kihlrate erhalten bleibt. Das bedeutet, dass die Kapseln eine geringe Stabilitat
aufweisen und sich innerhalb von 3 Monaten komplett zersetzt haben.
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Abbildung 21: TEM-Aufnahmen von drei Monate alten Polyurethankapseln aus Kartoffelstarke und TDI. Es
ist keine Kapselstruktur mehr erkennbar. Die Kapseln sind zerstoért, und es sind nur noch Fragmente der
Kapselhillen vorhanden.

4 .5.2.Nachweis von verkapselten, goldmarkierten Antikdrpern

Neben reinen morphologischen Untersuchungen bietet das TEM noch eine Reihe
weiterer Moglichkeiten, mit denen man u.a. auch die Elementzusammensetzung der
Probe lokal darstellen kann. In der folgenden Untersuchung wurden goldmarkierte
Antikdrper in Polyurethankapseln eingeschlossen. Fur den Nachweis dieser
verkapselten, goldmarkierten Antikdrper waren HRTEM-Aufnahmen erforderlich.
Dadurch waren spezielle Anforderungen an die Probe nétig: Zum einen musste die
Probe einer hoheren Elektronenstrahlbelastung standhalten, da fur die benétigen
Aufnahmen im Transmissionselektronenmikroskop die Objektivblende entfernt

werden musste, um einen hdheren Kontrast zu erhalten. Zum anderen sollte die
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abgebildeten ultradinnen Schnitte moglichst artefaktfrei sein, da Artefakte zu
falschen Ergebnissen fihren kénnen.

In Abbildung 22 sind HRTEM-Aufnahmen der Probe GB-Gold-1 dargestellt. Die
Polyurethankapseln, die aus Kartoffelstarke und TDI hergestellt wurden, sollten

goldmarkierte Antikorper enthalten.

Abbildung 22: HRTEM-Aufnahmen von GB-Gold-1. Es handelte sich dabei um Polyurethankapseln
bestehend aus Kartoffelstarke und TDI.

Laut Herstellerangaben haben die Goldcluster einen Durchmesser von etwa 10 nm.
Jedoch wird aus den HRTEM-Bildern deutlich, dass sich in den Kapseln keine
Goldcluster befanden.

Hierfur gibt es zwei mogliche Erklarungen:

Entweder wurden die goldmarkierten Antikdrper wahrend der inversen Miniemulsion
nicht verkapselt, oder die eingesetzte Konzentration der Antikorper wurde zu niedrig
gewahlt.
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Abbildung 23: TEM-Aufnahmen von GB-Gold-2. Es handelte sich dabei um Polyurethankapseln bestehend
aus Milchsaure und TDI

Auch in einem zweiten Versuch konnten die goldmarkierten Antikorper
transmissionselektronenmikroskopisch nicht nachgewiesen werden. Obwohl die
Kapselquerschnitte durch die Kryo-Praparation gut dargestellt werden konnten, sind
die Goldcluster in den HRTEM-Aufnahmen (s. Abbildung 23 b) nicht erkennbar.

Da der Hersteller der Antikorper nur eine optische Dichte seiner goldmarkierten
Antikdrper angegeben hatte und nicht, wie Ublich eine Konzentration, ist es sehr
wahrscheinlich, dass fur die Verkapselung zu wenig des teuren Ausgangsmaterial

eingesetzt wurde.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die fur biologische Materialien bekannte und
auch etablierte Methode!*® der Kryo-Préparation auf empfindliche Polymersysteme,
wie zum Beispiel Kapseln zu Ubertragen. Die Methode wurde zunachst verwendet,
um unbehandelte HelLa-Zellen zu praparieren. Dabei wurden drei verschiedene
Losemittel in der Gefriersubstitution eingesetzt und deren Einfluss auf die Qualitat
der Probe untersucht. Es stellte sich heraus, dass das in der Literatur am weitesten
verbreitete Losemittel Aceton die besten Ergebnisse lieferte. Nur mit Aceton waren
alle Zellbestandteile, wie Mitochondrien und Vesikel, sowie die feinen
Membranstrukturen der Zelle sehr gut kontrastiert.

In einem weiteren Versuch wurde ein Vergleich zwischen der klassischen,
chemischen Fixierung und der Kryo-Praparation anhand unbehandelter HeLa-Zellen
durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass durch die Kryo-Praparation ein deutlich besserer
Strukturerhalt der Zellen erreicht werden kann.

Die bisher erhaltenen Ergebnisse, vor allem im Bezug auf die Wahl des Ldsemittels,
wurden anschlieRend verwendet, um die Methode der Kryo-Préparation auf
ausgewahlte Polymersysteme zu transferieren. Dazu wurden mehrere Polyurethan-
und Polyharnstoffkapseln hochdrucktiefgefroren, gefriersubstitutiert und in ein
Epoxidharz eingebettet. Als Gefriersubsitutionsmedium fiir Polymersysteme wurde
Ethanol dem in der biologischen Probenpréaparation tblichen Aceton vorgezogen, da
sich in Aceton viele Polymere I6sen und dadurch die Gefahr von Artefaktentstehung
erheblich zuzunehmen droht. Durch die Verwendung von Ethanol konnte allerdings
das fir Polymere besser geeignete Kontrastierungsreagenz Rutheniumtetroxid
aufgrund seiner hohen Reaktivitat nicht eingesetzt werden.

Beim wichtigsten Schritt der Kryo-Praparation handelt es sich um eine
Gefriersubstitution. Allerdings ist in der Literatur bisher kaum etwas zum
mechanistischen Verstandnis der Substitution bekannt. Alle bisher verwendeten
Erwarmungsprotokolle sind rein empirisch und weichen stark voneinander ab. Ein

weiteres Problem ist der hohe Probenverlust der durch das Arbeiten in offenen
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5. Zusammenfassung

Kapillaren wahrend der Gefriersubstitution zustande kommt. Der Verlust wurde in
dieser Arbeit durch den Einsatz konzentrierter Polymerdispersionen kompensiert (3-5
Gew%). Die Methode konnte durch den Einsatz von Kapillaren, durch deren
Wandung das Substitutionsmedium hindurchdiffundieren kann, optimiert werden.
Durch VerschlieBen beider Kapillarenden kann dann der hohe Probenverlust

minimiert werden.

Anhand der erzielten Ergebnisse konnten im Rahmen dieser Arbeit erstmalig gezeigt
werden, dass sich die Kryo-Praparation erfolgreich auf Polymersysteme tbertragen
lasst. So konnte dann das neu entwickelte Praparationsprotokoll dazu verwendet
werden, erste analytische Fragestellungen an wassrigen Polymersystemen im TEM
zu bearbeiten. Es wurde in mehreren Experimenten nachgewiesen, dass die
Stabilitat der untersuchten Polyurethan- und Polyharnstoffkapsel n unter drei Monaten
liegt. Die Verkapselung von goldmarkierte Antikorper, konnte anhand der gemachten

HRTEM-Aufnahmen nicht verifiziert werden.

Die Kryo-Praparation ist derzeitig die vielversprechendste Methode, um eine Probe
so nah wie maoglich ihrer urspringlichen, realen Struktur abzubilden. Jedoch gibt es
mit ,cryo-electron microscopy of vitrous sections” (kurz: CEMOVIS)®*! bereits eine
neue Vorgehensweise, die ebenfalls sehr aussichtsreich ist, jedoch noch verbessert
werden muss, damit sie als Routinemethode verwendet werden kann. Der Vorteil
hierbei ist, dass die Probe im natirlichen Zustand, ohne Zugabe von Fixier- oder
Kontrastierungsreagenzien, welche die Morphologie der Probe verandern, betrachtet

werden kann.

Die Ergebnisse, vor allem der Mechanismus der Gefriersubstitution sollte in weiteren
Versuchsreihen noch genauer studiert werden, dienen aber als Grundlage fur weitere

Experimente.

50



6. Literatur

6. Literatur

[1]

[2]
[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]
[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

D. Studer, B. M. Humbel, M. Chiquet, Histochemistry and Cell Biology 2008,
130, 877.

G. E. Palade, K. R. Porter, Journal of Experimental Medicine 1954, 100, 641.
A. Sawaguchi, K. L. McDonald, S. Karvar, J. G. Forte, Journal of Microscopy-
Oxford 2002, 208, 158.

D. Danino, Y. Talmon, Cryo-transmission electron microscopy, Marcel Dekker,
New York, 2000.

M. Goldraich, Y. Talmon, Direct-imaging cryo-transmission electron
microscopy in the study of colloids and polymer solutions, Elsevier Science
Bv, Amsterdam, 2000.

M. Antonietti, K. Landfester, Progress in Polymer Science 2002, 27, 689.

D. Crespy, M. Stark, C. Hoffmann-Richter, U. Ziener, K. Landfester,
Macromolecules 2007, 40, 3122.

J. Clayden, N. Greeves, S. Warren, Organic Chemistry, Oxford Universtity
press, 2001.

D. B. Williams, C. B. Carter, Transmission Electron Microscopy, 1996.

L. Bergmann, V. Schaefer, H. Niedrig, Vol. 10 (Ed.: Optik), de Gruyter, 2004.
http://www.fzd.de/db/PicOri? pOid=23345, Juli 2006.

L. Reimer, Elektronenmikroskopische Untersuchungs- und
Praparationsmehtoden, 2 ed., Springer-Verlag OHG, Berlin, 1967.

L. C. Sawyer, D. T. Grubbs, Polymer Microscopy, 1987.

D. L. White, S. B. Andrews, J. W. Faller, R. J. Barrnett, Biochimica Et
Biophysica Acta 1976, 436, 577.

R. Vitali, E. Montani, Polymer 1980, 21, 1220.

U. A. Spitzer, D. G. Lee, Journal of Organic Chemistry 1974, 39, 2468.

G. E. Sosinsky, J. Crum, Y. Z. Jones, J. Lanman, B. Smarr, M. Terada, M. E.
Martone, T. J. Deerinck, J. E. Johnson, M. H. Ellisman, Academic Press Inc
Elsevier Science, San Diego, CA, 2006, pp. 359.

H. Hohenberg, M. Tobler, M. Muller, Journal of Microscopy-Oxford 1996, 183,
133.

D. Studer, M. Michel, M. Miller, Scanning Microscopy 1989, 3, 253.

51


http://www.fzd.de/db/PicOri?pOid=23345

6. Literatur

[20]
[21]
[22]

[23]

[24]
[25]

[26]

[27]
[28]

[29]
[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]
[36]

[37]

[38]

H. Moor, U. Riehle, Proceedingss 4th European Reg. Conf. Electron Microsc.
1968, 2, 33.

H. T. Meryman, Transfusion 2007, 47, 935.

E. Shimoni, M. Mdller, Journal of Microscopy 1998, 192, 236.

D. Studer, W. Graber, A. Al-Amoudi, P. Eggli, Journal of Microscopy-Oxford
2001, 203, 285.

P. Verkade, Blackwell Publishing, Dresden, GERMANY, 2006, pp. 317.

K. McDonald, Federation Amer Soc Exp Biol, San Francisco, CA, 2006, pp.
A1332.

H. Moor, G. Bellin, C. Sandri, K. Akert, Cell and Tissue Research 1980, 209,
201.

http://www.technotr adeinc.com/freeze.html, Juli 2009.

H. Hohenberg, K. Mannweiler, M. Muller, Journal of Microscopy-Oxford 1994,
175, 34.

P. Walther, Blackwell Publishing Ltd, Bad Schandau, Ger many, 2002, pp. 34.
C. Buser, P. Walther, Blackwell Publishing, Dresden, GERMANY, 2006, pp.
268.

T. H. Giddings, Blackwell Publishing Ltd, Bad Schandau, Germany, 2002, pp.
53.

M. Mdaller, T. Marti, Proceedings 7th Europ. Congr. on Electron Microscopy
1980, 2, 720.

P. Monaghan, H. Cook, P. Hawes, J. Simpson, F. Tomley, Blackwell
Publishing Ltd, Bad Schandau, Ger many, 2002, pp. 62.

B. Humbel, M. Muller, Freeze substitution and low temperature embedding,
Scanning Electron Microscopy, Inc., lllinois, 1985.

P. Walther, A. Ziegler, Journal of Microscopy 2002, 208, 3.

D. Studer, M. Michel, M. Wohlwend, E. B. Hunziker, M. D. Buschmann,
Journal of Microscopy-Oxford 1995, 179, 321.

K. Semmler, J. Wunderlich, W. Richter, H. W. Meyer, Journal of Microscopy
1998, 190, 317.

D. G. Lee, U. A. Spitzer, J. Cleland, M. E. Olson, Canadian Journal of
Chemistry-Revue Canadienne De Chimie 1976, 54, 2124.

52


http://www.technotradeinc.com/freeze.html

6. Literatur

[39] P. A. Tipler, G. Mosca, Physik fur Wissenschaftler und Ingenieure 2. Auflage,

Elsevier GmbH, 2003.
[40] P. Wild, E. M. Schraner, H. Adler, B. M. Humbel, Microscopy Research and

Technique 2001, 53, 313.
[41] A. Al-Amoudi, L. P. O. Norlen, J. Dubochet, Journal of Structural Biology 2004,

148, 131.

53



Abkirzungen
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SDS
HR-TEM
HPF
TDI
THF

HelLa-Zellen

RT
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Transmissionselektronenmirkroskop

Stunde

Sekunde

keine Angabe

Millisekunde

Gewichtsprozent

Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate)
High Resolution TEM

Hochdruckgefrierung (engl.: High Pressure Freezing)
2,6-Toluoldiisocyanat

Tetrahydrofuran

permanente Zelllinie von Gebarmutterhalskrebszellen von
Henrietta Lacks

Raumtemperatur

Freeze-Substitution (Gefriersubstitution)
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