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Einleitung

1. Einleitung

Viele biologische Prozesse sind direkt oder indirekt mit der Struktur, der Funktion und den
Eigenschaften von Zellmembranen verbunden. Die Hauptfunktion liegt dabei in der Abgrenzung
des Kompartiments zur Umgebung und der Steuerung und Kontrolle von Stofftransporten in die
Zelle hinein und hinaus. Somit kommt der Zellmembran eine besondere Bedeutung zu und es
besteht grolRes wissenschaftliches Interesse am Verstdndnis der Funktionsweise, da eine
vollstandige Aufklarung aller Eigenschaften und Prozesse, die an biologischen Membranen

stattfinden, bis heute nicht gelungen ist.

Zellmembranen sind hochkomplexe Systeme bestehend aus amphiphilen Molekiilen, deren
Hauptbestandteil Lipide sind (Phospholipide, Glykolipide etc.). Sie weisen eine Vielfalt und
Kopplung verschiedenster Wechselwirkungen auf. Um gezielt Funktionsweisen untersuchen zu
kénnen und Parameter zu bestimmen, die die Eigenschaften von Zellmembranen beeinflussen,
werden vereinfachte, experimentell zugangliche Modellsysteme verwendet. In den 60er Jahren
wurden erstmals Liposome (Vesikel aus Doppelschichten) aus Lipiden hergestellt, die strukturell
groRe Ahnlichkeit zu Zellmembranen aufwiesen und daher auch mit biologischen Membranen
verschmelzen konnten. Solche Systeme bildeten die Grundlage fiir die Idee der ,,Drug delivery“-
Systeme, da sie biokompatibel sind und keinerlei Toxizitat aufweisen. Ein groBer Nachteil dieser
Strukturen, die auch beispielsweise als Nanoreaktoren oder kosmetische Zusatze Applikationen
finden konnen, sind ihre erhebliche Instabilitdt und hohe Permeabilitat. Strukturell den Lipiden
sehr ahnlich sind synthetische amphiphile Molekiile mit héherem Molekulargewicht — die
Blockcopolymere. Solche Blockcopolymere bilden unter bestimmten Bedingungen
(Blocklangenverhiltnis) ebenfalls vesikuldre Strukturen, die Polymersome oder polymere Vesikel
genannt werden. Blockcopolymere koénnen aufgrund der grofen Anzahl an moglichen
Monomeren in einer sehr groRen Vielfalt synthetisiert werden. Dies bietet die Moglichkeit,
Eigenschaften, wie z. B. Membranstarke, Permeabilitat, Stabilitat, Elastizitat, Steifheit, GroRe,
Form und Gestalt der Vesikel zu variieren. Polymersome sind im Vergleich zu Liposomen quasi
thermodynamisch ,gefrorene” Strukturen. Das bedeutet, dass die Diffusion von Einzelmolekilen
extrem langsam ist. Dadurch ergibt sich eine sehr viel héhere Stabilitdt, aber auch eine
wesentlich geringere Permeabilitdt. Somit liegen zwei Systeme vor, deren Eigenschaften wie z. B.
Stabilitat, Fluiditat und Permeabilitdt in Bezug auf eine Ahnlichkeit zu biologischen Membranen
aullergewdhnlich weit auseinander liegen. Ein wiinschenswertes Ziel ist es somit, die genannten

Eigenschaften der beiden Systeme so zu kombinieren, dass ein System entsteht, das das
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Verhalten von Zellmembranen nahezu perfekt simulieren kann. Dies kdnnte beispielsweise
durch die gezielte Herstellung von Blends aus Lipiden und Blockcopolymeren geschehen, die
vesikuldare Strukturen, bestehend aus beiden Komponenten, bilden. Solche, aus Blends
bestehenden Membranen, werden Hybridvesikel genannt. Dabei kann es zu drei Situationen
kommen: 1. Ausbildung von homogenen Membranen, 2. eine Phasenseparation innerhalb der
Membran, was die Ausbildung von Domanen zur Folge hatte und somit dem Aufbau von
biologischen Membranen sehr dhnlich ware oder 3. aufgrund von Unmischbarkeit findet eine
Phasenseparation der Komponenten statt, was die Koexistenz von Polymersomen und
Liposomen zur Folge hatte und somit keine Beeinflussung der resultierenden Eigenschaften

stattfinden kénnte.

Das zentrale Thema dieser Arbeit ist die Herstellung und Charakterisierung solcher
Hybridvesikel. Die Untersuchungen, die hier beschrieben werden, sollen einer gezielten
Weiterentwicklung geeigneter Modellsysteme fir Zellmembranen zutraglich sein und zum
besseren Verstandnis von Wechselwirkungs- und Strukturbildungsmechanismen in biologischen

Membranen beitragen.
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2. Zielstellung

Vesikuldre  Membran-Modellsysteme stellen aufgrund ihres strukturellen Aufbaus
(Doppelschicht) und ihrer gekrimmten Oberflichen einen wertvollen Beitrag flr ein
umfassenderes theoretisches Verstdndnis des Strukturbildungsverhaltens und der
zugrundeliegenden Wechselwirkungsmechanismen im wassrigen Medium dar. Bisher existieren
solche vesikuldren Modellsysteme hauptsachlich in Form von Liposomen und Polymersomen.
Allerdings wurden bereits erste Untersuchungen an sogenannten Hybridvesikeln!12/B3/ 4151
durchgefiihrt, die sowohl Lipide als auch Polymere als membranbildende Komponenten
enthalten. Hintergrund der Bildung von Hybridvesikeln ist die Heterogenitit von
Zellmembranen. Biologische Membranen sind keineswegs homogen, sodass ein verfeinertes

bzw. weiterentwickeltes Modellsystem benotigt wird, welches ebenfalls aus verschiedenen

Komponenten besteht, aber ebenso Doppelschichten als Membranen ausbildet.

Die rdaumlichen Dimensionen der in der Literatur zu findenden wenigen Beispiele fir
Hybridvesikel liegen im Mikrometer-Bereich, was der GroRe von Zellen entspricht. Weiterhin
wurden diese Strukturen meist tiber die Elektroformations-Methode hergestellt. Anhand dieser

BB yntersucht werden. Ein

Strukturen konnte das Strukturbildungs- und Phasenverhalten
wesentlicher Nachteil besteht jedoch darin, dass solche Strukturen eine erhebliche
Polydispersitat in der GroBenverteilung aufweisen und sich somit nur sehr bedingt als
Modellsysteme eignen. Weiterhin stehen fir vesikulare Strukturen im Mikrometer-Bereich
analytische Untersuchungsmethoden, die genauen Aufschluss liber den strukturellen Aufbau der

Membranen geben  konnen, wie z.B. die Lichtstreuung oder Fluoreszenz-

korrelationsspektroskopie, nicht zur Verfigung.

Das Hauptziel dieser Arbeit ist es, unter Verwendung der Film-Hydratations-Methode und
anschlieRender Extrusion Hybridvesikel aus Lipiden und Blockcopolymeren (Polymer-Lipid-
Hybridvesikel) sowie aus Cholesterin und Blockcopolymeren (Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel)
in der GroRRenordnung von 200 — 1000 nm herzustellen. Solche kleineren Strukturen haben den
Vorteil, dass sie aufgrund des verwendeten Herstellungsverfahrens eine wesentlich geringere
GroRenverteilung aufweisen und daher weiterhin eine einheitliche Oberflaichenkrimmung

besitzen. Somit sollten diese Strukturen besser als Modellsysteme geeignet sein.

Der Nachweis sowie die detaillierte Charakterisierung der Hybridvesikel sollen mithilfe
verschiedener analytischer Methoden erfolgen. Dabei soll die Form, Gestalt und GrofSe der

gebildeten  Strukturen  mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung sowie
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Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie erfolgen.
Informationen Uber den strukturellen Aufbau der gebildeten Membranen (z.B. Homogenitét,
Domaéanenbildung oder Phasenseparation) soll neben konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
ebenfalls die Rasterkraftmikroskopie geben. Mithilfe von Oberflachen-
plasmonenresonanzspektroskopie und elektrochemischer Impedanzspektroskopie soll
auBerdem die Bildung von Membranen auf Oberflachen hinsichtlich ihrer Stabilitdt untersucht

werden.

Neben dieser physikalisch-chemischen Charakterisierung sollen die Hybridvesikel durch
Transmissionselektronenmikroskopie visualisiert werden. Die Kombination dieser Methoden
dient dabei einerseits der Absicherung der bestimmten GréRen, wobei eventuell auftretende
methodische Artefakte erkannt werden kénnen. Anderseits bietet diese Methodenkombination

eine verbesserte und gesichertere Interpretierbarkeit der gewonnenen Daten.
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3. Theoretische Grundlagen

3.1 Lipide

Die Grundlagen der Biochemie von Lipiden und Cholesterin sind in einschlagigen

Standardwerken®" & heschrieben, welche als Quellen genutzt wurden.

Lipide sind wasserunlosliche Biomolekiile, deren Hauptfunktion die Bildung biologischer
Membranen ist. Es gibt drei Gruppen von Membranbestandteilen: Phospholipide, Glykolipide

und Cholesterin.

Phospholipide sind die bedeutendste Gruppe der Lipide und bestehen aus drei verschiedenen
Komponenten. Das Riickgrat der Phospholipide besteht entweder aus Glycerin oder Sphingosin,
woraus sich die Einteilung in Phosphoglyceride und Sphingomyeline ergibt. An dieses Riickgrat

sind Fettsduren sowie ein phosphorylierter Alkohol gebunden (siehe Abb. 3.1).

Fettsdureketten (CH2)12CH,
)
(0] \
)J\ Phosphorylalkohol Phosphorylalkohol
R’ ~o Fettsdurekette HO —
0] H (0]
Ru /O_ | /N_ ||
P. R P R
\{( _O’/ \O/ —O’// \O/
le} O(9 Oe
- -
Phosphoglycerid Sphingomyelin

Abbildung 3.1 Struktur der Phosphoglyceride und Sphingomyeline.

Die Alkoholkomponente der Phospholipide besteht entweder aus Serin, Ethanolamin, Cholin,
Glycerin oder Inositol. Cholin ist dabei der einzige positiv geladene Alkohol. Glykolipide leiten
sich von den Sphingomyelinen ab und enthalten anstatt eines phosphorylierten Alkohols eine

Kohlenhydrateinheit.
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Die vorkommenden Fettsauren besitzen eine groRe Variation in Kettenldange und Sattigungsgrad.
Typischerweise liegt die Anzahl der Kohlenstoffatome zwischen 14 und 24. Entweder liegen die
Fettsduren gesattigt oder mit einer oder mehreren Doppelbindungen in der cis-Konfiguration
vor. Die Eigenschaften der entsprechenden Lipide hangen hauptsachlich von denen der
Fettsduren ab. Die Struktur der Lipide lasst sich in eine hydrophile Kopfgruppe
(Phosphorylalkohol) und einen hydrophoben Schwanz (Fettsaureketten) einteilen. Daher sind sie
amphipatische Molekiile, deren hydrophobe Gruppen sich zusammenlagern. Mit steigender
Kettenlange der Fettsduren erhohen sich die hydrophoben Wechselwirkungen, sodass der
Schmelzpunkt der Lipide steigt. Den gleichen Einfluss hat eine Erhéhung des Sattigungsgrades,

da so die Packungsdichte steigt.

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Phosphoglyceride (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-
phosphatidylcholin, 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-phosphatidylcholin und 1,2-Dipalmitoyl-sn-
glycero-phosphatidylcholin) verwendet, da sie den wichtigsten Bestandteil der Membranlipide

darstellen. Die Strukturformeln der verwendeten Lipide sind in Abb. 3.2 gezeigt.

Olséure ( C18) 0°

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin

)

/\/\/\/\/\/\)J\o 5
{ Ik
\/\/\/W\/\([)]/ o//e\o/\/ \\

(0)

1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin

Palmitinsaure ( C16)

1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin

Abbildung 3.2 Strukturen der verwendeten Phosphoglyceride mit unterschiedlichen Fettsdureketten.
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Cholesterin besitzt eine vollstandig andere Struktur als die Phospholipide (siehe Abb. 3.3). Es ist
ein Steroid, welches aus drei verschiedenen Struktureinheiten besteht: einer polaren Hydroxyl-
Kopfgruppe, einem  starren  aromatischen  Gerlst und einer  hydrophoben

Kohlenwasserstoffkette. Cholesterin ist aufgrund der Struktur ebenfalls amphiphil.

2
2,

Abbildung 3.3 Struktur von Cholesterin.

3.2 Blockcopolymere

Blockcopolymere sind Polymere, die aus zwei verschiedenen Monomeren aufgebaut sind. Die
Monomereinheiten sind dabei nicht statistisch oder alternierend, sondern blockartig
miteinander verknlipft. Auf diese Weise ist es moglich, die Eigenschaften von zwei
verschiedenen Monomeren in einem Polymer zu vereinen. Zum Beispiel kdnnen analog zu
Lipiden amphiphile Blockcopolymere hergestellt werden. Diese bestehen aus einem
hydrophoben Block (z.B. Polystyrol oder Poly(dimethylsiloxan) (PDMS)) und einem hydrophilen
Block (z.B. Polyethylenoxid oder Poly(2-methyloxazolin) (PMOXA)).

Das in dieser Arbeit verwendete Blockcopolymer besteht aus einem hydrophoben PDMS-Block
mit 68 Wiederholungseinheiten und einem hydrophilen PMOXA-Block mit 14
Wiederholungseinheiten (siehe Abbildung 3.4). Das Blockcopolymer wurde ausgehend von
einem Trifluormethansulfonat (Triflat)-endfunktionalisierten PDMS-Initiator Gber kationische
Ring6ffnungspolymerisation (ROP) hergestellt. Details der Synthese und der Charakterisierung

(nicht Bestandteil dieser Arbeit) sind in der Literatur™ zu finden.

\/\J(S'/\o J?&/\/\/OVEL /\/]TQ

o}

\ \ J
| |

Hydrophober PDMS-Block Hydrophiler PMOXA-Block

Abbildung 3.4 Struktur des verwendeten Blockcopolymers PDMS,-b-PMOXA,,, mit n = 68 und m = 14.
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3.3 Strukturbildung amphiphiler Molekiile

3.3.1 Liposome

In wéssrigen Medien kommt es zu einer Selbstorganisation von Lipiden.'® Dabei gibt es zunachst
zwei verschiedene Moglichkeiten der ausgebildeten Struktur. Es kdnnen sich entweder Mizellen
oder Lipid-Doppelschichten bilden (siehe Abb. 3.5 A und B). Bei Mizellen lagern sich die
hydrophoben Ketten der Lipide zusammen, sodass eine sphérische Struktur entsteht, bei der die
polaren Kopfgruppen nach aullen zeigen und mit Wasser in Kontakt kommen. Allerdings ist diese
Art der Strukturbildung bei den meisten Lipiden nicht bevorzugt, da die zwei hydrophoben
Ketten zu sperrig sind, um in das Innere einer Mizelle zu passen. Solche Strukturen werden eher
von Molekilen mit nur einer hydrophoben Kette gebildet (siehe Abb. 3.5 A).

QPP
QQ‘Q‘Q Ppp

Q550 999000099990090 3
Ci§%§%§) o AR

A

a32PPe
M/FFANS

Abbildung 3.5 Schematische Darstellung einer Mizelle (A), einer Lipiddoppelschicht (B) und eines Liposoms (C).

Lipide lagern sich daher hauptsachlich in Doppelschichten an und bilden Membranen mit einer
Dicke von ca. 3-5 nm'®. Diese planaren Doppelschichten (siehe Abb. 3.5 B) neigen zum
Zusammenschluss mit sich selbst, sodass Kompartimente mit wassrigen Innenrdumen entstehen,
welche Liposome genannt werden (siehe Abb. 3.5 C). Liposome kdnnen sehr ausgedehnte
Dimensionen (einige nm bis mehrere pm) annehmen, da sie durch hydrophobe Krafte sowie
Wechselwirkungen zwischen den polaren Kopfgruppen stabilisiert werden. Allerdings sind Lipid-
Doppelschichten keine starren Systeme, sondern ermoglichen eine laterale Diffusion der Lipide
innerhalb einer Schicht. Ein Wechsel eines Lipids auf die andere Seite der Doppelschicht (ein
sogenannter Flip-Flop bzw. transversale Diffusion) kann ebenfalls vorkommen, ist jedoch
energetisch unglinstig und findet daher sehr selten statt. Locher in den Doppelschichten sind
ebenfalls energetisch ungiinstig und werden umgehend durch Diffusion geschlossen. Liposome
sind daher selbstreparierende Strukturen. AuBerdem kann in Loésung ein Austausch von Lipiden
zwischen einzelnen Liposomen stattfinden, sodass sich ein Gleichgewicht zwischen Lipiden in der

Doppelmembran und in Losung einstellt.
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Liposome lassen sich kiinstlich herstellen, was zuerst in den 60er Jahren!® gelang. Seitdem
finden Liposome vielfdltige Anwendungen als Transportsysteme oder Modellmembranen. Ein
grofRer Nachteil von Liposomen ist jedoch die geringe Stabilitat. Da Liposome assoziierte
Strukturen mit einer hohen Fluiditdt sind, sind sie instabil gegenliber mechanischen
Einwirkungen, was unginstig fir den Stofftransport ist.™ AuRerdem kommt es schnell zur

Fusion einzelner Liposome, sodass eine zeitliche Stabilitit nicht gegeben ist.M %

In Membranen liegen Lipide in unterschiedlichen Phasen vor (Abbildung 3.6).[13] Die Art der
Phase hangt von der Temperatur ab. Unterschieden wird hauptsachlich zwischen zwei Phasen:
der Gelphase bei niedrigen Temperaturen und der flissigkristallinen Phase (Abb. 3.6 E) bei
hohen Temperaturen, wobei die Temperatur des Ubergangs der beiden Phasen von der Struktur
des jeweiligen Lipids abhangt. Die Temperatur dieses Haupt-Phaseniibergangs wird oft auch als
Schmelzpunkt bezeichnet. Die Gelphase unterteilt sich weiterhin in vier Unterkategorien:
Subgelphase (Abb. 3.6 A), Gelphase mit geraden Ketten (Abb. 3.6 B), Gelphase mit gekippten
Ketten (Abb. 3.6 C) und ,Rippled“-Gelphase (Abb. 3.6 D). In der Gelphase sind die Kopf- und
Schwanzgruppen der Lipide immer in Kontakt, lediglich die Position der Ketten dndert sich. In
allen Gelphasen werden die Fettsdureketten in eine geordnete lineare Struktur gezwungen und
ordnen sich immer in einer all-trans-Konformation an. Je nach Phase liegen die Ketten senkrecht
oder schrag zur Membranebene vor. AuRerdem kdnnen unterschiedliche Dichtestpackungen
entstehen (orthorhombisch in der L-Phase, quasi-hexagonal in der Lg- und Lgs-Phase). In der
flissigkristallinen Phase dagegen ist die Flache pro Molekil groRer, da die Hydratation zunimmt,

und die Ketten der Fettsauren ordnen sich in der cis-Konfiguration an.

A B C

btk T
D E 4
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| BATIEI | 35anss -
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BRABAS  °0%P Y ©
Abbildung 3.6 Schematische Darstellung der Phasen am Beispiel von lamellaren Strukturen:™ (A) Subgelphase L,

(B) Gelphase (gerade Ketten) Lg, (C) Gelphase (gekippte Ketten) L/, (D) ,Rippled“-Gelphase Py, (E)
fliissigkristalline Phase L, (F) orthorhombische Packung und (G) quasi-hexagonale Packung.
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Nicht alle Lipide durchlaufen bei Temperaturerh6hung alle Phaseniibergange. Dies ist je nach
Lange und Sattigungsgrad der Fettsaureketten unterschiedlich. DMPC beispielsweise geht bei
14 °Cvon der Lg/- in die Ppgr-Phase Uber und bei 23 °C von der Pg- in die L,-Phase.

3.3.2 Polymersome

Amphiphile Blockcopolymere neigen wie Lipide in wassriger Losung zur Selbstorganisation.

I wie Losungsmittel, Molekulargewicht,

Dabei werden abhingig von Randbedingungen'
Blocklangenverteilung etc. neben Mizellen ebenfalls Doppelschichten gebildet, die abhangig von
den jeweiligen Blocklangen und der Konzentration unterschiedliche Strukturen annehmen

kénnen. Das Strukturbildungsverhalten ist in Abbildung 3.7 gezeigt.
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Abbildung 3.7 Strukturbildung von Blockcopolymeren mit unterschiedlichen Blockldngen in Abhédngigkeit von der
Konzentration™,

Bei genligend langen hydrophoben Blocken liegen in verdiinnten bis halbverdiinnten Losungen

hauptsachlich Vesikel vor, die analog zu den Liposomen Polymersome genannt werden.
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Polymersome werden beispielsweise flir den Stofftransport (,Drug delivery“-Systeme), als
Nanoreaktoren oder als Modellmembranen genutzt. Der Vorteil gegenliber den Liposomen liegt
in ihrer groReren Steifigkeit und daher wesentlich héheren Stabilitat. Die Diffusion der einzelnen
Blockcopolymere zwischen den Polymersomen ist stark verlangsamt und nur sehr selten zu
beobachten. Die Ketten der Blockcopolymere sind damit kinetisch ,gefangen”. Polymersome
werden daher auch als ,frozen structures“!*® bezeichnet. Der Grund fiir die erhéhte Steifigkeit
und eine geringere Fluiditdt liegt in der Kettenlange der Blockcopolymere. Sie sind
synthesebedingt deutlich langer als Lipide und daher sind die gebildeten polymeren

Doppelschichten entsprechend dicker.

Im Gegensatz zu den Lipiden kann die Lange der Blockcopolymere bei der Synthese jedoch
variiert werden, sodass die Membrandicke der Polymersome unterschiedlich eingestellt werden
kann. Fir den Einsatz der Polymersome als Membranmodellsystem ist eine relativ geringe

[15]

Membrandicke von 8-15 nm™~' von Vorteil, da sie der von Liposomen bzw. Zellmembranen am

nachsten kommt.

Zusatzlich kann die Fluiditdt der Membranen uber die Glastubergangstemperatur T, der
Blockcopolymere reguliert werden. Dies geschieht analog zu den Phasenlibergangstemperaturen
der Lipide. Bevorzugt werden daher in dieser Arbeit Blockcopolymere, die eine niedrige Ty

haben.

3.3.3 Die Zellmembran und Einfluss von Cholesterin auf Membranen

Cholesterin spielt hauptsachlich in biologischen Membranen eine Rolle. Biologische Membranen
definieren die Grenzen von Zellen. Sie haben in Organismen vielfiltige Aufgaben, wobei die
wichtigste die Abtrennung des Zellinneren (Cytoplasma) von der Umgebung (Extrazellularraum)
ist. Sie spielen auch eine wichtige Rolle bei Signaltransduktionsprozessen. AuRerdem enthalten
sie Transportsysteme zum Stoffaustausch, weshalb biologische Membranen semipermeabel

sind.

Die Membranen bestehen im Wesentlichen aus einer Lipid-Doppelschicht, welche eine
hydrophobe Barriere bildet. Hydrophile Molekiile kénnen diese Barriere nur mithilfe von

Transportsystemen passieren.

Die Zusammensetzung der Zellmembran ist sehr komplex. Die schematische Struktur ist in

Abbildung 3.4 gezeigt.
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Abbildung 3.8 Schematische Darstellung der Zellmembran'”.

Die Phospholipide bilden den Hauptbestandteil der Lipiddoppelschicht und werden ergdnzt mit
Glykolipiden und Cholesterin. Cholesterin lagert sich mit seinem hydrophoben Teil zwischen die
Fettsdureketten der Lipide. Der Massenanteil von Cholesterin in der Membran kann sich
zwischen 5% und 50% bewegen. Sinkt der Cholesteringehalt der Membran auf 5%, so wird
Uber einen Signaltransduktionsweg die Cholesterinbiosynthese gestartet und wieder vermehrt
Cholesterin in die Membran eingelagert.!”®! Bei ca. 50% Cholesteringehalt tritt eine Sattigung

ein.’"2% cholesterin ist in tierischen Zellen der Hauptregulator der Membranfluiditt.

In die Membran sind aulRerdem verschiedene Proteine eingelagert, die unterschiedliche
Funktionen besitzen. Sie bilden zum Beispiel Kanéle, Transporter oder Rezeptoren und besitzen

ebenfalls hydrophobe Domanen, welche sich innerhalb der Membran befinden.

Im Laufe der Zeit wurden zwei verschiedene Modelle einer Zellmembran entwickelt. Ein Modell

ist das sogenannte Flissigmosaikmodell.*"

Das Modell beschreibt Membranen als
zweidimensionale Losungen gerichteter Lipide und globularer Proteine. Ein zweites Modell ist
die Bildung von ,,Lipid—FIt')Ben".[S] Hier geht man davon aus, dass Cholesterin in den Membranen
spezifische Komplexe mit einigen Phospholipiden ausbildet, die sich innerhalb der Membran an
einigen Stellen konzentrieren. Diese Stellen werden als , Lipid rafts” bezeichnet. Die Bildung von
Lipid rafts senkt die Membranfluiditdt, verhindert aber gleichzeitig bei tiefen Temperaturen
Phasenlibergdnge der Lipide in die Gelphase, da die Kristallinitdit gesenkt wird. Dies ist

physiologisch sinnvoll, da Zellmembranen mit Lipiden in der Gelphase erstarren und sie dadurch

viele ihrer Funktionen verlieren wirden.
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3.4 Hybridvesikel

Als Hybridvesikel werden in dieser Arbeit vesikulare Strukturen bezeichnet, die aus mehreren
amphiphilen organischen Komponenten bestehen. Diese Komponenten kdnnen Lipide,
Cholesterin und auch Blockcopolymere sein. Dabei wird eine deutliche Abgrenzung zu Vesikeln
vorgenommen, die aus organischen und anorganischen Materialen bestehen (z.B. anorganische
Nanopartikel, die in Membranen eingelagert werden) und daher auch oft als Hybridvesikel

bezeichnet werden.

Das Mischen mehrerer Komponenten vereint einerseits die unterschiedlichen Eigenschaften der
einzelnen Komponenten und ist andererseits in Bezug auf die Heterogenitdt von Biomembranen
interessant. Betrachtet man Vesikel als Modellsysteme fiir biologische Membranen, so ist es
sinnvoll mehrere Komponenten zu mischen, um eine Heterogenitdt der Vesikelmembran zu
erzeugen. Es wurden bereits viele Studien durchgefiihrt, in denen Vesikel bestehend aus
verschiedenen Lipiden und Cholesterin untersucht wurden, da dies die wichtigsten
Komponenten der Zellmembran sind.™"?% Wwichtige Aufschlisse ber die Phasenbildung in
Lipid-Cholesterin-Hybridvesikeln geben die Untersuchungen von Schwille et al.,”*? die eine
Phasenseparation bei unterschiedlichen Zusammensetzungen beobachten. In diesen Arbeiten

erfolgt eine Charakterisierung der Hybridvesikel beziglich ihrer Fluiditat.

Auch in Hinsicht auf die Transportfunktion von Vesikeln kann das Mischen von Komponenten
Vorteile bringen. So kann die Langzeit-Stabilitdt von Liposomen beispielsweise durch Mischen
mit Blockcopolymeren erhéht werden, die aber gleichzeitig ihre Biokompatibilitdt und Elastizitat
behalten. Hierzu wurden erst wenige Studien veroffentlicht, in denen Struktur und
Phasenbildung der Polymer-Lipid-Vesikel untersucht wurden.®"2 Aufgrund der einfacheren
visuellen Charakterisierungsmoglichkeiten wurden groftenteils Vesikel im GroRenbereich von
mehreren Mikrometern (,giant unilamellar vesicles“ — GUVs) hergestellt. Derzeit ist nur ein
Beispiel bekannt, indem zwar Hybridvesikel im Nanometerbereich (,,small unilamellar vesicles” —
SUVs) hergestellt, aber nicht die Eigenschaften und Zusammensetzung der Membran

charakterisiert wurden.?

Untersuchungen an Hybridvesikeln mit Lipiden verschiedener Phasenlibergangstemperaturen
zeigen, dass die zeitliche Stabilitat der GUVs wesentlich von der Fluiditat des eingesetzten Lipids
abhéngt.ls] Dabei kommt es je nach Zusammensetzung zu einer vollstandigen Phasenseparation
der Hybridvesikel in Liposomen und Polymersomen, wenn das Lipid bei Raumtemperatur in der

flissig-analogen Phase vorliegt. Dies ist nicht der Fall, sobald ein Lipid verwendet wird, welches
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eine Phasenilibergangstemperatur oberhalb der Raumtemperatur besitzt. Fiir diese Lipide wird
abhangig vom Lipidanteil lediglich eine Domanenbildung beobachtet. Dies ist schematisch in

Abbildung 3.9 dargestellt.

Lipid in gel state Lipid in fluid state
Copolymer
Molar
fraction
‘ 1
B — e —— 0'8 .....
: \N

lipid

Abbildung 3.9 Schematische Darstellung der Phasenseparation in Polymer-Lipid-HybridvesikeIn[5].

Eine homogene Verteilung kommt jedoch mit allen verwendeten Lipiden bei einem hohen
Blockcopolymeranteil zustande. Eine Phasenseparation von Lipiden und Blockcopolymeren bei
geringem Lipidanteil kann allerdings in GUVs durch die Anwesenheit von Cholesterin induziert

werden, wie in einer aktuellen Studie™

gezeigt wurde. Da Cholesterin bevorzugt mit
Phospholipiden Komplexe bildet, kann dies in Hybridvesikeln zu Lipid-reichen Domanen fihren.
Gezeigt wurde dies fir Lipide, die in der flussigkristallinen L,-Phase vorliegen. Solche Lipid-
reichen Domanen werden in der Studie fir die gezielte Freisetzung eines Stoffes aus dem
Vesikelinneren genutzt, indem die Lipide durch Zugabe eines Enzyms (Phospholipase) verdaut

werden. Als eine Alternative wird die Behandlung mit Detergenzien gezeigt, die zunachst

ebenfalls Lipid-reiche Domanen angreifen und so den Vesikelinhalt freisetzen.

Da bisher, wie oben beschrieben, nur ein einziges Beispiel von Polymer-Lipid-Hybridvesikeln im
Nanometerbereich bekannt ist, besteht ein groRer Bedarf an Informationen liber Objekte dieser

Art sowie Uber das Strukturbildungsverhalten und die Struktur-Eigenschaftsbeziehungen.
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3.5 Charakterisierungsmethoden

3.5.1 Lichtstreuung

Die Theorie der Lichtstreuung ist bereits umfangreich in der Literatur beschrieben worden und
im Detail in Standardwerken nachzulesen.”#?M26L27 Hiar wird nur auf die fir diese Arbeit

relevanten Aspekte eingegangen.

Trifft eine Lichtwelle auf ein Molekil, so entsteht ein oszillierender Dipol, da der Effekt der
zeitlichen Abfolge der Lichtwelle folgt. Der oszillierende Dipol emittiert eine elektromagnetische
Welle derselben Wellenldnge wie die einfallende Welle (Primaérlicht), weshalb man von
elastischer Streuung des Lichts spricht. Die resultierende Welle wird isotrop in alle Richtungen
senkrecht zum Oszillator emittiert. Die Starke des Effekts wird dabei von der Polarisierbarkeit

des jeweiligen Molekiils bestimmt.

Fir Teilchen d < A/20 kann angenommen werden, dass pro Molekiil nur ein Streuzentrum
vorliegt beziehungsweise die Abstdnde zwischen mehreren Streuzentren vernachlassigbar klein
sind. Bei Streuern der Dimension d > A1/20 liegen in einem Molekiil mehrere Streuzentren vor,
sodass mehrere resultierende Wellen entstehen. Die erzeugten Wellen interferieren
miteinander und es kommt zu Phasenverschiebungen. Daher ist in diesem Fall die Intensitat der
gestreuten Welle nicht mehr isotrop, sondern winkelabhangig. Dieses Interferenzmuster ist

typisch fir Form und GroRRe eines Molekils und wird durch den Formfaktor charakterisiert.

Betrachtet man eine Lésung mit streuenden Partikeln so kommt hinzu, dass aufgrund der
Brownschen Molekularbewegung Diffusion stattfindet. Daher verdndert sich das
Interferenzmuster mit der Zeit bei gegebenem Winkel. Dies ist die Grundlage der dynamischen

Lichtstreuung.
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3.5.1.1 Statische Lichtstreuung

In der statischen Lichtstreuung wird die Streuintensitdt bei verschiedenen Streuwinkeln 6
betrachtet. Fir die Beschreibung der Streuintensitat ist die Polarisierbarkeit a eines Molekiils

von zentraler Bedeutung. Denn das elektrische Dipolmoment m ist abhingig von

Polarisierbarkeit @ und dem elektrischen Feldvektor E der einfallenden Welle:

m=a-E (3.1)
Fir linear und vertikal zur Streuebene polarisiertes Licht gilt flr E:

E = By exp (i(2nvt — k%)) (3.2)

Hier ist v die Frequenz und k der Wellenvektor der einfallenden Welle. Fiir die gestreute

Lichtwelle gilt (mit r, = Abstand des Streuzentrums vom Detektor):

Es = “intvia, E, - exp (i(vat - EE’)) (3.3)

rpc?

Detektiert wird allerdings nicht die Amplitude von FS) sondern die Streuintensitit I; = |Eg|?. Die
Polarisierbarkeit a wiederum hangt ihrerseits von der dielektrischen Permittivitdt € und somit
vom Brechungsindex np, ab. Fiir transparente Stoffe kann £ ~ n? angenommen werden:

4n§a=s—1=n2—1 (3.4)

V beschreibt hier das Streuvolumen und N die Anzahl der Teilchen im Streuvolumen. Als
Streuvolumen wird die Region bezeichnet, in der sich einfallender Lichtstrahl und

Blendenoffnung des Detektors liberschneiden.

Die Gesamtstreuintensitat hangt mit dem Unterschied der Polarisierbarkeit &« von Probe und

Losungsmittel zusammen, welcher folgendermaRen beschrieben werden kann:

2_. 2
AO_’ = ap - O(LM = u (35)

N
4-77.'7

. N c'N . .. . .. .
Es wird angenommen, dass 7= TA sowie fiir verdiinnte Losungen n + ny = 2n gilt. AuBerdem

. . . 0 - .. .
wird das sogenannte Brechungsindexinkrement genutzt, welches als a—: = @ definiert ist. Da

in der Praxis die Gesamtstreuintensitdt abhangig von der Geometrie des Aufbaus ist, wird das
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Rayleigh-Verhaltnis R eingefiihrt, welches Detektorabstand und Streuvolumen mit einbezieht. So

kann unabhangig von Geradtekonstanten gearbeitet werden:
R=—.12 (3.6)
mit

2
v-an?n?(3%)
dac

TDZ'AO{NA

I=1,- c-M (3.7)

Alle optischen Parameter dieser Gleichung werden zur optischen Konstante K zusammengefasst,
die die Streukraft der Losung beschreibt:

2
4n2-n2-(a—n)
ac

K =
Ao"Na

(3.8)

Man erhélt so fur Losungen kleiner Teilchen (d < A/20) eine absolute Streuintensitat, die von

K, der Konzentration ¢ und der molaren Masse M abhangig ist:
R=K:-c-M (3.9)

In der Praxis wird R bestimmt, indem die durch das Losemittel verursachte Streuung abgezogen
und zusatzlich mit der Streuintensitat eines Standards (Ublicherweise Toluol oder Decalin, da
Brechungsindex gleich dem von Quarzglas) verrechnet wird. Die Streuintensitdt des Standards
wird im gleichen experimentellen Aufbau gemessen wie die Probe und dann mit einem

Absolutwert aus der Literatur normalisiert:

R = RProbe_RLdsungsmittel

= R * Rstandard absotut (3.10)
Standard

SchlieBlich wird flr nichtideale Lésungen aus Gleichung (3.9) eine Virialreihe nach ¢ entwickelt,

sodass man die folgende Gleichung fiir kleine Partikel erhilt:

Kc 1

— =+ 2450+ 343c%+... (3.11)
Der zweite Virialkoeffizient A, beschreibt dabei die Wechselwirkungen zwischen Lésungsmittel
und Streuern, der dritte Virialkoeffizient A; die Wechselwirkungen innerhalb eines einzelnen
Teilchens (bzw. Polymers). Da meistens das Produkt 345c? sehr klein wird, kann die Virialreihe

nach dem 2. Glied abgebrochen werden.
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Betrachtet man nun Teilchen einer GroBe mit d > 1/20, so gilt eine Definition des Teilchens als
punktformiger Streuer nicht mehr (siehe Abbildung 3.10). Diese Teilchen weisen mehrere

Streuzentren auf, sodass die Streuintensitat winkelabhangig wird.

Abbildung 3.10 Intramolekulare Interferenz der Streustrahlung[zsl.

Um die Winkelabhingigkeit der Streuintensitit zu beschreiben, wird der Streuvektor ¢
eingefiihrt. ¢ entspricht genau der Differenz der Wellenvektoren des einfallenden und des

gestreuten Lichts:

- 4mnp sin(6/2)

|G| = q = TR (3.12)
np ist der Brechungsindex des Losemittels, der hier ebenfalls bertlicksichtigt werden muss. Die
GroRenordnung von g entspricht im Lichtstreuexperiment der VergroRerung, mit der ein Partikel

betrachtet wird, was in Abbildung 3.11 anhand eines Polymerknauels verdeutlicht wird.

Punktférmige Polymer- Einzelnes Einzelne Innere Struktur
Streuer Knauele Knauel Kette der Kette
Streuvektorgqg

Abbildung 3.11 Betrachtung der VergroBerung im Lichtstreuexperiment in Abhdngigkeit vom Streuvektor nach W.
Schartl®,
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Je nach Konzentration der untersuchten Probe spielen unterschiedliche Wechselwirkungen eine

Rolle fur die Streuintensitat.
Allgemein gilt bei winkelabhangiger Streuintensitat:
R(q)=K-c-M-P(q)-S(q) (3.13)

Der sogenannte Partikel Formfaktor P(q) beschreibt die intramolekularen Interferenzen und
damit die Form der Partikel. Der Strukturfaktor S(q) gibt Aussage Uber die intermolekularen
Interferenzen der Partikel und wird daher erst bei Konzentrationen oberhalb der
Uberlappungskonzentration ¢* wichtig. Die Uberlappungskonzentration wird als die
Konzentration bezeichnet, bei der einzelne Streuer anfangen miteinander zu interagieren, da die
Abstande zwischen ihnen sehr klein werden. In der Lichtstreuung sind die Streuer dann nicht
mehr als Einzelstrukturen zu erkennen, sodass die ermittelten Werte von Uberstrukturen
stammen. Bei der Lichtstreuung an Vesikeln wird nicht eine einzelne Polymerkette, sondern ein
ganzer Vesikel als Streuer betrachtet. Daher kann trotz einer Uberstrukturbildung an Vesikeln

gemessen werden, wenn eine hinreichende Verdiinnung vorliegt, sodass keine Interaktion der

einzelnen Vesikel untereinander zustande kommt.

Unterhalb von c¢* kann S(q) =1 angenommen werden. Generell kénnen anhand des

Strukturfaktors Informationen tiber die Nah- und Fernordnung in der Losung erhalten werden.

Der Formfaktor P(q) hingegen darf flir verdiinnte Lésungen nicht vernachlassigt werden und ist
fir isotrope Teilchen und sehr kleine Abstdnde zwischen den einzelnen Streuzentren definiert

als:
P(q) = 1 —3(R¢*)q? (3.14)

Gleichung (3.11) wird um diesen Formfaktor erweitert und liefert dann die fir verdiinnte

Losungen gliltige Zimm—GIeichung:BO]

Kc _

L LR 2)g2
- —M+3M(RG Yq° + 24,c (3.15)

1
Der Parameter (RGZ)E entspricht dem Gyrationsradius der Teilchen, wobei beachtet werden

muss, dass Uber eine groRe Menge an Partikeln in der Losung gemittelt wird.

Der in Gleichung (3.14) beschriebene Formfaktor ist jedoch nur fir Lichtstreuung an kleinen
Partikeln gultig. Allgemein gilt fiir Partikel mit Z Streuzentren mit i und j als zwei dieser Zentren

innerhalb eines Partikels:
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P(q) =1/, XE X1 exp(—i G ) (3.16)

Da in dieser Arbeit Lichtstreuung an Vesikeln gemessen wird, deren Form einer Hohlkugel
entspricht, wird hier exemplarisch der Formfaktor einer Hohlkugel mit sehr diinner Schale

gezeigt:
__[sin(gR) 2
P() = [ (3.17)

Zur experimentellen Darstellung des Formfaktors eignet sich eine sogenannte Holtzer-
Auftragung, bei der q - P(q) gegen q aufgetragen wird. Der Verlauf der Kurven ist in Abbildung

3.12 fiir verschiedene Teilchenformen gezeigt.

Flexible Kette

Stdbchen

q (Rg /Kc)

Knduel / Kugel

q

Abbildung 3.12 Holtzer-Auftragung des Formfaktors fiir verschiedene Streuer-Formen nach A. Krﬁger[gll.
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3.5.1.2 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung nutzt die vorhandene Diffusion von Streuern innerhalb einer
Losung aus, die durch thermische Dichtefluktuationen des Lésemittels hervorgerufen wird. Bei
einem bestimmten Streuwinkel 8 schwankt demnach die gemessene Streuintensitat Uber die

Zeit betrachtet, da Teilchen in das Streuvolumen hinein und wieder hinaus diffundieren.

Wahrend in der statischen Lichtstreuung der Mittelwert der Streuintensitdat im Messzeitraum
verwendet wird, wird in der dynamischen Lichtstreuung die Fluktuation der Streuintensitat tber
einen bestimmten Zeitraum aufgezeichnet. Diese Fluktuation wird mithilfe eines Korrelators in
eine sogenannte Autokorrelationsfunktion umgerechnet. Dazu wird die zeitabhdngige
Streuintensitat (g, t) mit einem Wert I(q, t + 7), der um eine bestimmte Zeit T verschoben ist,
multipliziert. Diese Produkte werden liber die gesamte Messzeit gemittelt. Diese Autokorrelation
wird fir verschiedene Werte von 7 berechnet, die typischerweise zwischen 100 ns und einigen s
liegen. So erhalt man die Intensitdtsautokorrelationsfunktion G (g, t):

_ @D+
Gla.O) == 05 (3.18)

Uber die Siegert-Relation®™ hingt G(q,t) mit der tatsichlich experimentell zuginglichen

Relaxationsfunktion C(q, t) zusammen:

G(g,t) =B-(1+f*|C(q,t)I*) (3.19)

f* ist ein Kohéarenzfaktor, der als variabler Parameter in der Datenanalyse fungiert, wahrend B
die Basislinie bezeichnet. Die Relaxationsfunktion kommt dadurch zustande, dass die Korrelation
der einzelnen Werte mit gréRer werdenden Zeitintervallen T abnimmt. Die Abnahme findet mit
einer charakteristischen Relaxationsrate I' = 1/t statt. Fir monodisperse Teilchen wird C(q, t)
durch einen einfachen exponentiellen Abfall beschrieben, der den Translations-

Diffusionskoeffizient D enthalt:

C(q,t) = B - exp(—q?Dt) (3.20)
mit:

q’°D =T (3.21)

Dieser exponentielle Abfall kann mit einem Fit entsprechend einer gestreckten
Exponentialfunktion nach Kohlrausch,® williams und Watts®" beschrieben werden — auch

Kohlrausch-Williams-Watts (KWW) -Funktion genannt:
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C(q,t) = B+ w-exp(—(t)#) (3.22)

Aus dem Fit werden die Parameter B, w (Amplitude der Relaxationsrate), I' und 8 erhalten. (8 ist
der sogenannte Streckfaktor und liegt fiir eine gestreckte Exponentialfunktion zwischen 0 und 1.
Bei f = 1 wird die normale Exponentialfunktion erhalten. Anhand des Streckfaktors Idsst sich
beurteilen, inwiefern die Annahme einer monomodalen GroRenverteilung gerechtfertigt ist. Bei
einem Wert von < 0,8 ist diese Annahme nicht mehr zuldssig und eine Datenauswertung tber

die KWW-Funktion nicht mehr exakt, da sich die Streubeitrdage mehrerer Spezies liberlagern.

Die so erhaltene Relaxationsrate [I' kann entsprechend Gleichung (3.21) in den
Diffusionskoeffizienten umgerechnet werden. Allerdings ist der Diffusionskoeffizient fir
polydisperse Systeme und nicht sphéarische Strukturen abhangig vom Streuwinkel. Deshalb muss

der tatsachliche Diffusionskoeffizient durch Extrapolation g = 0 ermittelt werden.

Der so erhaltene Diffusionskoeffizient D, kann Uber die Stokes-Einstein-Gleichung in den z-

mittleren hydrodynamischen Radius R}, umgerechnet werden:

- kT
(1/Rn); " = (3.23)

Dazu miissen die Probentemperatur T und die Viskositdt i des Lésungsmittels bekannt sein.

Betrachtet man Systeme, die mehrere Relaxationsraten enthalten, so lasst sich C(q,t) nach dem

CONTIN-AlgorithmusP*"B¢37 heschreiben:

C(q,t) = ffooo H,.(In7) exp [— %] d(Int) (3.24)

H,(InT) bezeichnet die Verteilung der Relaxationszeiten und ergibt einen Peak mit Maximum
bei der Relaxationszeit 7. Daraus kann wiederum die Relaxationsrate und somit die
Diffusionskoeffizienten der verschiedenen Relaxationsprozesse unterschiedlicher Spezies

erhalten werden.

Der hydrodynamische Radius Rj, und der Gyrationsradius (Schwerpunktradius) R; stehen in
folgendem Zusammenhang:
—Re
p= 2 (3.25)
p wird als Strukturparameter bezeichnet und gibt Aufschluss Gber die Dichte der Struktur. Dieser
Parameter ist fir eine gegebene Form der Streuer charakteristisch und liegt fir polydisperse

Systeme jeweils etwas hoéher als fir monodisperse Systeme.
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3.5.2 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM)

Die  konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie[38]

ist eine wichtige Methode, um
fluoreszenzmarkierte Proben abzubilden. Konfokalmikroskope beleuchten dabei nicht die
gesamte Probe, sondern nur einen bestimmten Punkt, in dem das Licht fokussiert wird.
Nacheinander werden alle Punkte der Probe abgerastert und anschlieBend zu einem
vollstandigen Bild zusammengesetzt. Bei einem Laser-Scanning-Mikroskop wird als Lichtquelle
ein Laser eingesetzt, welcher Fluoreszenz-Farbstoffe in der Probe anregt. Das emittierte
Fluoreszenz-Licht wird anschliefend detektiert. Es besteht die Moglichkeit mit mehreren Lasern
zu arbeiten, so dass Proben, die mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind,

ebenfalls untersucht werden kénnen. In diesem Fall werden mehrere Bilder derselben Stelle

erhalten, die spater libereinander gelegt werden kénnen.

3.5.3 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Basis der FCS-Messungen®® ist wie auch bei der CLSM ein konfokales Mikroskop. Als Lichtquelle
dient ebenfalls ein Laser, dessen Anregungslicht innerhalb der Losung einer Probe fokussiert
wird. Die so beleuchtete Region wird als konfokales Volumen bezeichnet. Durch den Laser
werden genau wie bei der CLSM Farbstoffe zur Fluoreszenz angeregt. Allerdings wird kein Bild
aufgezeichnet, sondern lediglich die Intensitat der Fluoreszenz im konfokalen Volumen liber die
Zeit detektiert. Diese dandert sich standig, da fluoreszenzmarkierte Molekiile in das konfokale
Volumen hinein und heraus diffundieren. Aufgrund der geringen Ausdehnung (liblicherweise ca.
0,5 um Durchmesser) des konfokalen Volumens koénnen einzelne Partikel (bzw. Vesikel)
beobachtet werden. Analog zur dynamischen Lichtstreuung wird die Fluktuation der Intensitat
Uber eine Autokorrelationsfunktion in Diffusionskoeffizienten umgerechnet. So kann ebenfalls
der hydrodynamische Radius bestimmt werden. AuBerdem erhalt man Informationen lber die

Anzahl der Diffusionsprozesse.

Eine Variante der FCS sind Kreuzkorrelationsmessungen.®? Dafir kommen zwei Laser mit
unterschiedlicher Anregungswellenldnge zum Einsatz. Beide Laser werden auf das gleiche
konfokale Volumen fokussiert, sodass dort zwei Farbstoffe angeregt werden koénnen, die
unterschiedliche Absorptions- und Emissionswellenlangen besitzen. Die Intensitat des
emittierten Fluoreszenzlichts beider Farbstoffe wird mit zwei unabhéngigen Detektoren

aufgezeichnet. Ein typisches Kreuzkorrelations-Setup ist in Abbildung 3.13 gezeigt.
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Abbildung 3.13 Kreuzkorrelations-Setup mit zwei Lasern unterschiedlicher WeIIenIéingent].

Mithilfe von Kreuzkorrelationsmessungen koénnen Interaktionen zwischen verschieden
markierten Spezies beobachtet werden. So kann zum Beispiel beurteilt werden, ob ein Vesikel,

das durch das konfokale Volumen diffundiert, nur einen oder zwei Fluoreszenzfarbstoffe enthalt.

3.5.4 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Mit dem Rasterkraftmikroskop!***"

(engl. atomic force microscope = AFM) lassen sich
Probenoberflaichen abbilden und deren mechanische Eigenschaften charakterisieren. Das

Grundprinzip der Rasterkraftmikroskopie ist in Abbildung 3.14 dargestellt.

Das Messprinzip basiert auf der Interaktion einzelner Atome einer Cantilever (Hebelarm)-Spitze
mit den Atomen auf der Probenoberfldche. Ausschlaggebend fiir die Interaktion sind sehr kleine
Krafte, die in attraktive und repulsive Krafte eingeteilt werden kdénnen. Zu den attraktiven
Kraften gehoren Van-der-Waals- und Kapillarkrafte, zu den repulsiven gehdren AbstoBungen

aufgrund des Pauli-Prinzips und der Coulomb-AbstoBung. So ist es nicht nur madglich, eine
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Topologie abzubilden, sondern es kdnnen ebenfalls Reibungs- und Widerstandsunterschiede der

Oberflache detektiert werden.

Die Cantilever-Spitze wird auf der Probenoberfliche bewegt, wobei sich der Cantilever
entsprechend einer Feder verbiegen kann. Diese Biegung wird mithilfe der Reflektion eines
Lasers auf dem Cantilever verfolgt. Ein Detektor erkennt die Position des reflektierten

Laserstrahls und gibt so Information liber die lokalen Oberflacheneigenschaften.

Laser Diode
Pasition-sensitive

Photodetector

Cantilever Spring

Abbildung 3.14 AFM-Setup™?.

Die Probenoberflache kann in verschiedenen Betriebsmodi abgebildet werden. Im sogenannten
contact mode wird die Cantilever-Spitze mit einer vordefinierten Kraft auf die Probenoberflache
gedrickt. Erfolgt eine Verbiegung des Cantilevers, so wird dessen Position nachgeregelt bis die
vordefinierte Kraft wieder erreicht ist (constant force mode). Es ist ebenfalls moglich, die
Position des Cantilevers in einer bestimmten Hohe zur Probe konstant zu halten und nur Krafte
zwischen Spitze und Oberflache zu messen (constant height mode). Im Gegensatz dazu wird im
intermittent contact mode der Cantilever durch Anregung zum Schwingen in einer Frequenz
nahe seiner Resonanzfrequenz gebracht. Die Amplitude der Resonanzfrequenz wird durch

Wechselwirkungen mit der Probenoberflache verandert, was vom Detektor aufgezeichnet wird.

Im contact mode ist es auBerdem moglich, sogenannte Kraft-Abstands-Kurven aufzunehmen.
Dabei wird die auf die Spitze wirkende Kraft in Abhangigkeit vom Abstand zur Probe an einem
bestimmten Punkt aufgezeichnet. Es wird mit einer definierten Kraft auf die Probe gedriickt,
sodass die Elastizitat und Verformbarkeit in Form des Elastizitatsmoduls E und des Biegemoduls

k bestimmt werden kann.
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3.5.5 Kryogene Transmissionselektronenmikroskopie (cryo-TEM)

Im Gegensatz zu Photonen bei der herkdmmlichen Lichtmikroskopie wird bei der
Elektronenmikroskopie!®® die Erzeugung freier Elektronen als ,Lichtquelle” verwendet, da
schnelle Elektronen eine sehr viel kleinere Wellenlange als sichtbares Licht haben und somit eine

hohere Auflésung erzielt wird.

Ublicherweise dienen Metalldridhte, an denen eine Spannung angelegt wird, als Elektronenquelle
(Kathode). Aus dem Metall austretende freie Elektronen werden mithilfe einer Anode
beschleunigt und durch elektromagnetische Linsen fokussiert (siehe Abb. 3.15). Die angelegte
Spannung zwischen Anode und Kathode wird als Beschleunigungsspannung bezeichnet und
bestimmt die mogliche Auflésung. Damit die Elektronen nicht durch Kollisionen mit
Luftmolekiilen abgebremst werden, wird mit einem hohen Vakuum (ca. 1-107* mbar) im

Mikroskop gearbeitet.

Trifft der Elektronenstrahl auf eine Probe, so werden die Elektronen elastisch gestreut. Das
Streuvermogen und somit der Kontrast hangen dabei von der Ordnungszahl des jeweiligen
Atoms ab, auf das Elektronen treffen. Elemente mit hoheren Ordnungszahlen besitzen ein
entsprechend gutes Streuvermdgen. Alle ungestreuten Elektronen kénnen hinter dem Praparat
auf einen Leuchtschirm treffen und erzeugen ein Bild. Stellen der Probe mit hohem

Streuvermogen erscheinen als dunkle Stellen auf dem Leuchtschirm.
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Abbildung 3.15 Messprinzip TEM™ ),
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Fiir die Untersuchung im Elektronenmikroskop missen die abgebildeten Proben sehr diinn und
auBerdem wasserfrei sein. Dies stellt vor allem bei biologischen Systemen wie Biomembranen

eine grolRe Schwierigkeit dar.

Eine Moglichkeit, beispielsweise biologische Proben, d.h. dynamische Systeme, artefaktfrei
abzubilden, ist die sogenannte Kryo-Fixierung.*” Bei dieser Methode wird die Probe zunichst
auf ein Metallgitter gepresst (geblottet) und liberschiissige Flissigkeit entfernt, wodurch eine
sehr diinne Schicht entsteht. Innerhalb kiirzester Zeit wird sie dann auf ca. —175 °C abgekihlt
und so alle vorhandenen Strukturen eingefroren. Die Probe muss auch innerhalb des Mikroskops

permanent geklhlt werden, da sonst das Wasser aus der Probe im Vakuum verdampfen wiirde.

3.5.6 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) und Elektrochemische
Impedanzspektroskopie (EIS)

Die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie sowie die elektrochemische
Impedanzspektroskopie werden ausfihrlich in zwei Doktorarbeiten beschrieben, die als Quellen

genutzt wurden. ¢4

Die SPR wird genutzt, um Filme auf Metalloberflachen zu untersuchen. Die Methode beruht auf
der Induktion von Oberflachenplasmonen innerhalb einer Metallschicht. Oberflachenplasmonen
sind schwingende Elektronen, die als elektromagnetische Wellen beschrieben werden kénnen.
Sie entstehen, wenn Licht mit dem gleichen Wellenvektor wie der des Plasmons auf die
Metalloberflache trifft. Da der bendtigte Wellenvektor des Anregungslichts (lblicherweise
Laserstrahlung) in Luft zu gering ist, wird ein Prisma in der sogenannten Kretschmann-
Konfiguration® eingesetzt. AuBerdem ist die Anregung eines Oberflichenplasmons abhingig
vom Winkel, in dem das Anregungslicht auftrifft (Resonanzwinkel). Stimmen die Wellenvektoren
Uberein, so wird die Energie des Anregungslichts fast vollstandig auf den Metallfilm {ibertragen.
Detektiert wird das reflektierte Licht, welches nicht Ubertragen wurde. Die Intensitdt des

reflektierten Lichts erreicht beim Resonanzwinkel ein Minimum.

Die elektromagnetischen Wellen der Oberflaichenplasmonen breiten sich parallel zur Oberflache
aus und sind sehr empfindlich gegeniiber Verdanderungen der dielektrischen Eigenschaften der
Umgebung. Auf der Oberflache adsorbierte Molekiile bewirken beispielsweise eine Verdanderung
des Resonanzwinkels. So ist man in der Lage, Aussagen (iber die Kinetik von Schichtbildungen auf

Metalloberflachen zu treffen.
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Oftmals werden SPR- mit EIS-Messungen gekoppelt, um die elektrochemischen Eigenschaften
von Schichten auf Metalloberflichen zu bestimmen. Fiir die Messungen wird eine alternierende
Spannung an das System angelegt und die resultierende Phasenverschiebung des flielenden
Stroms detektiert. Die Impedanz Z eines Systems entspricht dem Wechselstromwiderstand. Sie
ist auBerdem abhangig von der Frequenz des Wechselstroms. Dargestellt wird die Antwort des
Systems in verschiedenen Auftragungen. In der sogenannten Bode-Auftragung wird der
Logarithmus der Impedanz Z sowie die Phasenverschiebung gegen den Logarithmus der
Frequenz f aufgetragen. In der Admittanz-Auftragung wird der Quotient aus dem imaginaren
Teil der Admittanz Y“ und der Kreisfrequenz w gegen den Quotient aus realem Teil der
Admittanz Y und w aufgetragen. Die Admittanz ist das Inverse der Impedanz Z und entspricht

der Leitfahigkeit des Systems.

Um das untersuchte System mit einem geeigneten Modell zu beschreiben, werden verschiedene
Elemente eines Stromkreises genutzt. Die verschiedenen Bestandteile des Systems kdnnen sich
wie ein ohmscher Widerstand R, ein Kondensator C oder ein konstantes Phasenelement CPE

verhalten.
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4. Experimenteller Teil

4.1 Verwendete Materialien

4.1.1 Blockcopolymer (BCP)

Das fiir diese Arbeit verwendete Blockcopolymer Poly(dimethylsiloxan)-b-Poly(2-methyloxazolin)
(PDMS,-b-PMOXA,,,) wurde von Amelie Koch (Max-Planck-Institut fir Polymerforschung, Mainz)
Uber kationische Ring6ffnungspolymerisation synthetisiert und zur Verfligung gestellt. Die
Synthesevorschrift sowie die Charakterisierung des Polymers ist in der Literatur® zu finden und
war nicht Gegenstand dieser Arbeit. Das Gber GPC ermittelte gewichtsmittlere Molekulargewicht
My betrug 6220 g/mol 49 woraus sich jeweils eine Anzahl an Wiederholungseinheiten

nw(PDMS) = 68 und my,(PMOXA) = 14 ergab. Die Polydispersitat betrug 1,7.

4.1.2 Lipide

Die verwendeten Phosphoglyceride waren die bei Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
kommerziell erhaltlichen Lipide 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-phosphatidylcholin (DOPC), 1,2-
Dimyristoyl-sn-glycero-phosphatidylcholin (DMPC) und 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-

phosphatidylcholin (DPPC), welche ohne weitere Aufreinigung verwendet wurden.

4.1.3 Weitere Materialien

Cholesterin und die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sind ebenfalls kommerziell erhiltlich, in

Tabelle 4.1 aufgefihrt und wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet:

Tabelle 4.1 Verwendete, kommerziell verfiigbare Materialien.

Chemikalie Hersteller

Cholesterin Sigma Aldrich (Mlnchen, Deutschland)
Alexa Fluor® 647 Succinimidyl Ester Life technologies™ (Darmstadt, Deutschland)
o-BODIPY® 500/510 C,,-HPC Life technologies™ (Darmstadt, Deutschland)

TopFluor® Cholesterin Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
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4.2 Herstellung vesikularer Strukturen

4.2.1 Polymersome

Zur Herstellung von Polymersomen (Probenbezeichnung BCP100) wurde zundchst 5 mg PDMS, -
b-PMOXA,, in einem 10 mL Rundkolben eingewogen. AnschlieBend wurde jeweils 5 mL

Chloroform zugegeben und fur 1 h geschittelt, um das BCP in Losung zu bringen.

Die Herstellung der Vesikel erfolgte Gber die Film-Hydratations-Methode®™. Dafir wurde das
Chloroform am Rotationsverdampfer unter Vakuum entfernt, wobei an der Kolbeninnenseite ein
diinner Film des Blockcopolymers gebildet wurde. Anschlieend wurde der Film zusatzlich fur
1 h im Vakuumschrank getrocknet, um eventuelle Losemittelreste komplett zu entfernen. Die
Rehydratation erfolgte dann durch Zugabe einer entsprechenden Menge von Reinstwasser mit
einer Leitfahigkeit o < 18,2 MQ - cm? bei 25°C (Anlage der Firma Millipore mit Elix 3 und Milli-Q
Modul), um Lésungen der Konzentration ¢ = 1 g/L herzustellen. Die entstandene L&sung wurde
Uber Nacht auf einer Magnetriihrplatte (500 U/min) geriihrt. Dabei wurde der jeweilige Film

von der Kolbeninnenwand abgeldst und multilamellare Vesikel (MLVs) gebildet.

Damit unilamellare Vesikel der gewiinschten GroRe (SUVs) erhalten werden konnten, wurden
die Vesikelldsungen extrudiert. Dies erfolgte mit einem LiposoFast™-Basic-Extruder (Avestin,
Ottawa, Canada), wobei jeweils 11-mal nacheinander durch Polycarbonat-Membranen

(ebenfalls Avestin) mit einem Porendurchmesser von 800, 400 und 200 nm extrudiert wurde.

4.2.2 Liposome

Zur Herstellung der Liposome aus DOPC, DMPC (Probenbezeichnung Lip100) und DPPC wurde
nach der gleichen Prozedur wie in 4.2.1 fiir Polymersome beschrieben verfahren. Allerdings
wurde die Loésung im Fall von DMPC und DPPC vor dem Extrudieren zusatzlich fir 20 min bei

50 °C im Ultraschallbad (Sonorex Super RK 514H, Bandelin, Berlin, Deutschland) behandelt.

4.2.3 Hybridvesikel

Die Herstellung der Hybridvesikel erfolgte ebenfalls analog der Beschreibung in Kapitel 4.2.1. Es

wurden das Lipid DMPC und Cholesterin fir den Einsatz in Hybridvesikeln ausgewahilt.
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Alle hergestellten Hybridvesikel-Proben und die jeweiligen Anteile sind in Tabelle 4.2 gezeigt.

Fur die Zugabe von DMPC oder Cholesterin wurde fiir einen Anteil von 10 mol% und 50 mol%

DMPC bzw. 5 mol% und 50 mol% Cholesterin jeweils eine Stammldsung in Chloroform erstellt.

Von den Stammldsungen wurde die in Tabelle 4.3 gezeigte Menge zugegeben. Fir einen Anteil

von 90 mol% Lipid wurde das benétigte DMPC direkt eingewogen.

Tabelle 4.2 Probeniibersicht der hergestellten Hybridvesikel.

Probenbezeichnung Anteil BCP / mol%

BCP90-Lip10
BCP50-Lip50
BCP10-Lip90
BCP95-Chol5

BCP50-Chol50

90
50
10
95
50

Anteil DMPC / mol%

10
50
90

Anteil Chol. / mol%

50

Tabelle 4.3 Ansdtze der Hybridvesikel-Praparation.

Proben-
bezeichnung

BCP100
BCP90-Lip10
BCP50-Lip50
BCP10-Lip90
Lip100
BCP95-Chol5

BCP50-Chol50

Einwaage
BCP / mg

50
50
50
50
50
50

Einwaage
DMPC / mg

5,0
50

Volumen
DMPC-Lsg. / pL

125,5

Volumen
Chol.-Lsg. / puL

34,0
64,5

Konz. Stamm-
Lsg. /g-L!

0,5
50

0,5
50

4.3 Synthese von fluoreszenzmarkiertem Blockcopolymer

Zur Markierung von PDMS,-b-PMOXA,, mit Alexa Fluor® 647 wurden zunachst 100 pg Alexa

Fluor® 647 Succinimidyl-Ester in ein Braunglas-Vial abgewogen und sofort in 25 pL trockenem

DMSO gel6st. AnschlieBend wurden 185 pL einer PDMS,-b-PMOXA-Losung (2,5 g/L in
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trockenem Ethanol) zugegeben. Die Reaktionsldsung wurde mit Helium Uberschichtet und Giber
Nacht gerihrt (500 U/min). Nach beendeter Reaktion (Ausbildung einer Amidbindung) wurde
die Losung durch Zugabe von 350 pL trockenem Ethanol auf eine Konzentration von ¢ = 1 g/L
verdinnt. Die so hergestellte Losung wurde ohne weitere Aufreinigung zur Herstellung von

Vesikeln verwendet, um einen Verlust an Ausbeute zu vermeiden.

4.4 Herstellung fluoreszenzmarkierter Vesikel

Fir eine Untersuchung mit Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) sowie Konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) wurden fluoreszenzmarkierte Proben hergestellt. Es wurden
nur kovalent gebundene Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, da bei Farbstoffen, die sich in
Membranen einlagern, nicht ausreichend unterschieden werden kann, in welcher Phase sie

eingelagert werden.

Die Herstellung der Vesikel erfolgte analog der in 4.2.1 beschriebenen Methode. Jedoch wurde
die jeweilige unmarkierte Vesikelkomponente (BCP, DMPC oder Cholesterin) beim Ansetzen mit
einem bestimmten Anteil (siehe Tabelle 4.4) an markierter Komponente versetzt. Der Anteil

markierter Komponente wurde hinsichtlich der bendétigten Helligkeit fir FCS optimiert.

Tabelle 4.4 Anteil fluoreszenzmarkierter Komponenten in Hybridvesikeln.

Anteil markiertes Anteil markiertes Anteil markiertes
Proben- . . .
bezeichnun BCP an gesamt Lipid an gesamt Cholesterin an gesamt
& BcP/mol% DMPC / mol% Cholesterin / mol%

BCP100F 1 — —
BCP90-Lip10F 1 10 -
BCP50-Lip50F 1 1 -
BCP10-Lip90F 1 0,1 —
Lip100F — 0,1 —
BCP95-Chol5F 1 - 10
BCP50-Chol50F 1 — 1

Das Verfahren der Extrusion wurde bei den fiir CLSM bendtigten Proben geadndert, da dafir
Vesikel mit einem Durchmesser von ca. 1 pm bendtigt werden. Die GroRe der Vesikel wird durch
die Auflésungsgrenzen des Mikroskops bestimmt. Daher wurden diese Proben jeweils 15-mal

durch Polycarbonat-Membranen mit einem Porendurchmesser von 1 um extrudiert.
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4.5 Angewandte Methodik

4.5.1 Lichtstreuung
4.5.1.1 Apparativer Aufbau

Es wurde eine Lichtstreuanlage der Firma ALV GmbH (Langen, Deutschland) mit einem ALV-5000
Korrelator mit 320 Kanilen (Auflésung 10™7 s < t < 103 s) und einer Avalanche-Photodiode als
Detektor auf einem elektronisch ansteuerbaren Goniometer verwendet. Als Lichtquelle wurde
ein Helium-Neon Laser (JDS Uniphase, Milpitas, USA, Typ 1145P) mit einer Wellenldnge von
A =632,8nm und einer maximalen Leistung von 25 mW eingesetzt. Die statischen und
dynamischen Lichtstreumessungen wurden in einem Winkelbereich von 6 = 20° — 150°

1

durchgefiihrt, was einem g-Bereich von 0,0034nm™! < g < 0,0304 nm™! entspricht. Der

apparative Aufbau ist in Abb. 4.1 dargestellt.

Lasersteuerung

He-Ne Laser

Index-Matching-Badgefass aus
Quarzglas mit Temperiergehduse :

—~——

Abbildung 4.1 Setup der verwendeten Lichtstreu-Anlage am MPI fiir Polymerforschung Mainz.
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4.5.1.2 Probenvorbereitung

Alle mit Lichtstreuung zu vermessenden Proben wurden im Vorfeld filtriert, um Staub und
andere streuende Verunreinigungen zu entfernen. Dabei wurden je nach Konzentration der
wassrigen Losung Filter der Firma Millipore (Billerica, USA) mit unterschiedlicher PorengrofRe

(siehe Tabelle 4.5) verwendet, um den Substanzverlust so gering wie méglich zu halten.

Tabelle 4.5 Verwendete Filter fiir Lichtstreuexperimente.

Proben-

. Filterbezeichnung PorengroRBe Membran
konzentration

1,00 g/L Millex®-HA 0,45 pm MF (gemischte Celluloseester)

Durapore® (PVDF -

.
0,05g/L Millex®-Sv 5,00 pm Polyvinylidenfluorid)

Die Proben wurden direkt in Quarzglaskiivetten mit einem Innendurchmesser von 18 mm
(Hellma, Millheim, Deutschland) filtriert. Die Kiivetten wurden zuvor in einem Aceton-Brunnen
(Apparatur nach Thurmont[51]) staubfrei gespilt. Fiir dynamische Lichtstreumessungen wurden
die Proben in einer Konzentration von ¢ =1g/L eingesetzt, wahrend statische

Lichtstreumessungen bei ¢ = 0,05 g/L durchgefiihrt wurden.

4.5.1.3 Brechungsindexinkrement (dn/dc)

Die Bestimmung der Brechungsindexinkremente erfolgte bei Raumtemperatur an einem
Scanning Michelson Interferometer® bei einer Wellenlinge von 1 = 632 nm. Dabei wurden

Proben in einem Konzentrationsbereich von 0,5 — 5,0 g/L vermessen.

4.5.2 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Die FCS-Untersuchungen fanden in Zusammenarbeit mit David Schéaffel und Dr. Kaloian Koynov

am Max-Planck-Institut fir Polymerforschung (MPIP, Mainz, Deutschland) statt.

Basis des experimentellen Setups der Kreuzkorrelations-FCS-Messungen war das invertierte
Fluoreszenz-Mikroskop Olympus IX70 in Kombination mit einem FluoView™ 300 Setup (Olympus,

Center Valley, USA) und zwei separaten Avalanche-Photodioden 7-SPAD (PicoQuant GmbH,
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Berlin, Deutschland). Da mit wassrigen LOosungen gearbeitet wurde, wurde das Wasser-
Immersions-Objektiv Olympus UPLSAPO 60XW mit 60x VergrofRerung und einer numerischen

Apertur von 1,2 verwendet.

Es wurden zwei Laser mit unterschiedlichen Wellenlangen eingesetzt: Ein Argon-Laser mit einer
Wellenldnge von A1 = 488 nm und einer Leistung von 8 mW sowie ein Helium-Neon-Laser mit
einer Wellenldnge von A = 633 nm und einer Leistung von 5 mW (beide CVI Melles Griot,
Albuquerque, USA). Als Probenkammer wurde jeweils eine nunc™-Kammer der Firma Thermo

Fisher Scientific (Carlsbad, USA) verwendet.

Vor Beginn des eigentlichen Experiments wurde jedes Mal eine Kalibrierungsmessung mit einem

Farbstoff mit bekanntem Diffusionskoeffizient durchgefiihrt.

Die verwendeten Farbstoffe sind in Tabelle 4.6 aufgelistet.

Tabelle 4.6 Farbstoffe fiir die Kalibrierung bei FCS-Messungen.

Diffusionskoeffizient™*>4 /

Farbstoff mZs—1 Anregungswellenlange des Lasers
Alexa Fluor 488°® 4,3-10710 488 nm
Alexa Fluor 647° 3,3-10710 633 nm

Als Filter fir den roten Wellenldngenbereich wurde ein Langpassfilter mit einer
Transmissionskante bei 635 nm verwendet (LP635R), wahrend fir die Detektion von
Fluoreszenz im blauen Wellenlangenbereich ein Bandpassfilter mit einem Transmissionsbereich
zwischen 500 und 550 nm ausgewihlt wurde (BP525/50). Die Filter wurden von der Firma

Semrock (Rochester, USA) hergestellt.

Alle Proben wurden bei einer Konzentration von ¢ = 0,05 g/L vermessen.

4.5.3 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM)

Die CLSM-Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Sandra Ritz am Max-Planck-Institut

fir Polymerforschung (MPIP, Mainz, Deutschland) durchgefihrt.

Es wurde ein Leica SP5 Il Konfokalmikroskop mit CW-STED (Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar,

Deutschland) verwendet. Zur Anregung der Fluoreszenz kamen ein Argon-Laser der Wellenlange
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A =488nm und ein Helium-Neon-Laser der Wellenlinge A =633 nm zum Einsatz. Die
Detektion der Fluoreszenz erfolgte bei 500 — 565 nm und 670 — 716 nm. Zur Aufnahme der
Bilder kam ein 100x Ol-Immersionsobjektiv (HCX PL APO CS 100,0x1,4 oil) zum Einsatz. Die Bilder
wurden im seriellen Modus, das hei8t getrennt nach Fluoreszenzkanidlen, aufgenommen, um

einen ,,Crosstalk” zwischen den Kanalen zu vermeiden.

4.5.4 Kryogene Transmissionselektronenmikroskopie (cryo-TEM)

Die Aufnahmen der Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie-Bilder wurden von Max
Bernhardt (MPIP, Mainz, Deutschland) durchgefiihrt. Es wurde ein JEOL 1400
Transmissionselektronenmikroskop mit einem Gatan626-Kryo-Halter (Gatan, Minchen,

Deutschland) verwendet.

Die fur die Probenpraparation verwendeten Kupfer-Grids (Quantifoil® R 2/2 Cu 300 mesh,
Quantifoil Micro Tools GmbH, Jena, Deutschland) wurden fiir 12 s im Plasmaofen bei einem O,-
H,-Strom von 4:2 gereinigt. 5 pL der jeweiligen Probe (c = 0,2 g/L) wurden auf das Kupfer-
Gitter gegeben, wobei die Luftfeuchtigkeit bei > 85% und die Temperatur bei 20 °C gehalten
wurde. Das Grid wurde mit einem Vitrobot™ System (FEI, Hillsboro, USA) geblottet und
anschlieBend in fllissiges Ethan (T = —175 °C) eingetaucht. AnschlieBend wurde das Grid in den

Kryo-Halter Gberfiihrt und bei einer Beschleunigungsspannung von 120 KV gemessen.

4.5.5 Rasterkraftelektronenmikroskopie (AFM)

Alle AFM-Experimente wurden einem Nano Wizard Il AFM von JPK Instruments (Berlin,
Deutschland) von Dr. Michael Kappl (MPIP, Mainz, Deutschland) durchgefiihrt. Es wurden NP-S
SisN, Cantilever vom Typ A von Bruker AXS (Mannheim, Deutschland) mit einer Federkonstante
von 0,58 N/m verwendet. 10 pL der jeweiligen Probenlésung mit der Konzentration ¢ = 1 g/L
wurden auf ein Glimmerplattchen gegeben, dessen oberste Schicht frisch abgetrennt wurde.
AnschlieBend wurden zur Verdinnung 90 puL Reinstwasser dazu gegeben. Alle Messungen

wurden im contact mode durchgefihrt.
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4.5.6 Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) und Elektrochemische
Impedanzspektroskopie (EIS)

Die SPR- und EIS-Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Denise Schach (MPIP, Mainz,

Deutschland) durchgefiihrt.

Die fur die Experimente bendétigte Goldoberflache wurde durch Bedampfen eines Objekttragers
aus reinweifem Kalknatronglas (Menzel-Glaser®, Braunschweig, Deutschland) hergestellt.
Mittels eines Edwards Auto306-Vakuum-Coaters mit FL 400 Kammer (Edwards GmbH, Miinchen,
Deutschland) wurden zunichst 2 nm Chrom als Haftvermittler (0,2 A/s) und anschlieRend

48 nm Gold (1,0 A/s) aufgedampft.

Der Aufbau der SPR-Messung bestand aus einem Helium-Neon-Laser (4 = 632,8 nm) der Firma
JDS Uniphase (Milpitas, USA) und einem Setup in der Kretschmann-Konfiguration®®. Dafiir
wurde ein LaSFN9 Prisma (n = 1,7) benutzt, welches mit Index Matching Flussigkeit in Kontakt
mit dem Objekttrager gebracht wurde. Probe mit Prisma und Flissigzelle sowie der Detektor

wurden auf unabhangig beweglichen Goniometern installiert.

Fir die EIS-Messungen wurden die Elektroden der Fllssigzelle mit einem Autolab Spektrometer
PGSTAT302 (Eco Chemie Metrohm AG, Utrecht, Niederlande) verbunden. Spektren wurden fir
Frequenzen zwischen 5,87 kHz und 2 mHz mit einer Amplitude von 10 mV aufgenommen. Als
Arbeitselektrode fungiert die Goldoberflache, als Gegenelektrode ein Platindraht und als
Referenzelektrode eine Ag|AgCl|KClg,: — Elektrode. Die Flussigzelle bestand aus Teflon und

hatte eine elektrochemisch verfiigbare Flache von 0,78 cm?.

Zur Aufnahme von Messungen wurde die FlUssigzelle zunachst mit ca. 1 mL PBS-Puffer gefiillt.
AnschlieBend wurde jeweils ein Cyclovoltamogramm zur Reinigung der Goldoberflache
aufgenommen. Die Zugabe der Probe erfolgte, indem jeweils 100 uL einer Lésung mit
c=1g/L in die Flissigzelle eingespritzt wurde. Nachdem in der Messung keine weitere
Anderung des Systems beobachtet wurde, wurde die Fliissigzelle mit 4 — 5 mL PBS-Puffer

gesplilt, um festzustellen, ob sich die adsorbierte Schicht wieder von der Goldoberflache ablost.

4.5.7 Messung des Zeta-Potentials

Zeta-Potentiale wurden mit einem Zetasizer Nano Z von Malvern Instruments GmbH

(Herrenberg, Deutschland) gemessen.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Untersuchung der Proben mittels Lichtstreuung

Zunachst wurden die hergestellten Proben mittels dynamischer (DLS) und statischer
Lichtstreuung (SLS) analysiert. Aus der dynamischen Lichtstreuung werden Informationen Gber
die GroRe in Form von hydrodynamischen Radien R;, der gebildeten vesikuldren Strukturen
erhalten. AuRerdem kann anhand der Form der Korrelationsfunktionen (siehe Theorieteil Kapitel
3.5.1.2) beurteilt werden, ob eine oder mehrere diffundierende Spezies verschiedener GroRe
vorliegen. In der statischen Lichtstreuung wurde der Formfaktor der verschiedenen Proben und
auBerdem die apparenten gewichtsmittleren Molekulargewichte M, (das Molekulargewicht
eines kompletten Vesikels), die entsprechenden Aggregationszahlen N4, sowie die apparenten

Gyrationsradien R der gebildeten Strukturen ermittelt.

Es wurden zunachst die Proben analysiert, die aus reinem Blockcopolymer (Polymersome —
BCP100) bzw. reinen Lipiden (Liposome — Lip100) bestehen. Aus reinem Cholesterin konnte
keine Referenzprobe hergestellt werden, da die Loslichkeit in Wasser zu schlecht ist. Es werden
keine geordneten Uberstrukturen wie Vesikel gebildet, da Cholesterin als Molekil zwar
amphiphil ist, aber die polare Hydroxylgruppe im Verhaltnis zum hydrophoben Teil zu klein ist.
AuBerdem wurden Hybridvesikel charakterisiert und mit den Daten der reinen Komponenten

verglichen.

5.1.1 Polymersome

Abbildung 5.1 zeigt eine typische Korrelationsfunktion C(q,t) fur Vesikel bestehend aus PDMS-
b-PMOXA in wassriger Losung zusammen mit einem CONTIN-Fit (Gleichung (3.24)) und der
resultierenden Relaxationszeitenverteilung H(In 7). Als Inset ist eine Auftragung von D gegen q?
gezeigt. Aus der Extrapolation g% — 0 wird der tatsichliche Diffusionskoeffizient D, erhalten

und mittels Gleichung (3.23) R}, ermittelt.



Ergebnisse und Diskussion

1.0

5.0x10°

4.0x10°

- 3.0x10°4 | 08

. [ ]
2.0x107
-

1.0x10°4

00 - 106
0 1x10" 2x10" 3x10" 4x10 5x10 6x10" 7x10"
2 -2
i g /cm |
o
3
0.4 4 % - 0.4
©)
Cg

D /cm’s

C(a.p)
(unH

0.2 4

Abbildung 5.1 Autokorrelationsfunktion C(q,t) und Relaxationszeitenverteilung H(Int) von PDMS-b-PMOXA
Polymersomen in Wasser mit ¢=1g/L bei 20°C - Inset: Extrapolation q? — 0 des
Diffusionskoeffizienten.

Die DLS-Messungen der Polymersomen (BCP100) wurden sowohl mittels CONTIN-Fit als auch
Uber die KWW-Methode ausgewertet. Mit dem CONTIN-Algorithmus kann beurteilt werden, ob
mehrere Diffusionsprozesse vorliegen, was fiir diese Probe nicht der Fall war, wie anhand des
einzelnen Peaks in Abb. 5.1 zu erkennen ist. Bestatigt wird dies durch die KWW-Auswertung
(siehe Gleichung 3.22), bei der eine Verteilungsbreite § = 0,99 bestimmt wurde, was ebenfalls

flr einen einzelnen Diffusionsprozess spricht.

Nach der Extrusion der Polymersomen durch eine Membran mit einer Porenweite von 200 nm
sollten die gebildeten vesikuldren Strukturen einen Durchmesser von ca. 200 nm besitzen, was
einem hydrodynamischen Radius R;, = 100 nm entsprechen wiirde. Fir die Polymersomen liegt
der aus DLS erhaltene Wert bei Ry, =122 4+ 12 nm. Dieser Wert liegt im erwarteten
GroRBenbereich. Die geringe Abweichung kann zwei Griinde haben. Zum einen werden
wahrscheinlich einige Polymersomen bei der Extrusion teilweise nur verformt und nicht an der
Extrudermembran zerschert, sodass die anschlieBend neuformierten Vesikel etwas grofRer als

die Poren der Membran sind. Zum anderen kommt es bei der Lichtstreuung zu einer absoluten
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Standardabweichung von ca. 10% (instrumenteller plus experimenteller Fehler)®, sodass der

tatsachliche Wert im Fehlerbereich liegt.

Die in statischen Lichtstreuexperimenten gewonnenen Daten koénnen in verschiedenen
Darstellungen aufgetragen werden. Anhand dieser verschiedenen Auftragungen koénnen
Informationen zur GroRe und Gestalt der Streuer erhalten werden. Die Ergebnisse der statischen
Lichtstreuung sind flir BCP100 in drei verschiedenen Darstellungen aufgetragen. Dies ermdglicht

eine genaue Charakterisierung der Streuobjekte.

Zunachst wurde die absolute Gesamtstreuintensitat Ry (q) gegen q aufgetragen (Abb. 5.1). Hier
ist ein typischer Verlauf von Einzelstreuern zu erkennen sowie im hohen g-Bereich ein Abflachen
der Streudaten, was durch den Einfluss von Polydispersit4t®® zustande kommt. Die Streudaten

wurden weiterhin in einer Holtzer-Auftragung q - Ry (q) gegen q dargestellt (Abb. 5.2).
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Abbildung 5.2 Absolute Gesamtstreuintensitidt der Abbildung 5.3 Holtzer-Auftragung der Streudaten aus
PDMS-b-PMOXA Polymersome in Abb. 5.2,
Wasser mit c = 0,05 g/L bei 20 °C.

Anhand dieser Darstellung lasst sich der Formfaktor erkennen, da bei einer einzelnen Probe K, ¢
und M,, konstant sind und so Ry (q) nach Gleichung (3.13) nur vom Formfaktor P(q) abhangt.
Der Verlauf des Formfaktors einer Kugel wurde bereits in Abbildung 3.12 gezeigt. In der Holtzer-
Auftragung (Abb. 5.2) ist der typische Formfaktor einer Kugel zunachst durch einen Anstieg auf
ein Maximum und anschlieenden Abfall charakterisiert. Dieser Verlauf entspricht sehr gut der
Theorie. Eine Abflachung bei groBen g-Bereichen wird wiederum auf die Polydispersitdt der
Probe zuriickgefiihrt. Da das Maximum der Streukurve im untersuchten g-Bereich liegt, ist
sichergestellt, dass die kompletten Uberstrukturen (komplette Vesikel) im Streuvolumen liegen

und nicht nur ein Ausschnitt daraus betrachtet wird. Aus dem Maximum der Kurve (gestrichelte
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Linie in Abb. 5.2) kann auferdem der Gyrationsradius Rg =1/q und daraus der

Strukturparameter p erhalten werden:

Rg =120 +12nm

p=128=098

h

Der Wert fur den Strukturparameter liegt fir monodisperse Kugeln bei p = 0,77."" Dieser
theoretische Wert liegt nur wenig unter dem experimentell ermittelten, wobei die Abweichung

wiederum durch die Polydispersitat der Probe zustande kommt.

Als drittes wurde entsprechend Gleichung (3.15) in einer Ornstein-Zernicke-Darstellung %

gegen q? aufgetragen. Um K bestimmen zu kénnen, musste zunichst das
on

ac) der Probe in Wasser ermittelt werden (Gleichung 3.8). Die

Brechungsindexinkrement (

entsprechenden Messdaten sind in Abbildung 5.3 dargestellt.
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Abbildung 5.4 Brechungsindexinkrement von PDMS-b-PMOXA-Polymersomen in Wasser bei 25 °C.

Es wurde ein Wert (?3_:) = (0,1033 mL/g ermittelt. Bestimmt man nun den Streufaktor K, so

ergibt sich fir diese Probe:
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__ 4m*1,3322(0,1033 mL/g)* _ 77113 - 108 cm?mol
T (632,8nm)*-6,022-1023mol"1 "’ g2

Die aus den oben gezeigten Streudaten resultierende Ornstein-Zernicke-Darstellung ist in

Abbildung 5.4 gezeigt.
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Abbildung 5.5 Ornstein-Zernicke-Darstellung der Streudaten fiir PDMS-b-PMOXA-Polymersome aus Abb. 5.2.

Zur Auswertung wird ein Polynom dritten Grades verwendet, um den Verlauf der Streukurve
hinreichend genau beschreiben zu kdnnen. Bei einem linearen Anstieg der Kurve kann aus der
Steigung ebenfalls der Gyrationsradius bestimmt werden. Ein linearer Fit ist jedoch aufgrund der
Kurvenform hier nicht sinnvoll. Aus dem Achsenabschnitt der Funktion wird M, einzelner
Polymersome ermittelt. Aus diesem M,,, kann bei bekanntem gewichtsmittlerem
Molekulargewicht der einzelnen Polymere N,4, bestimmt werden, die angibt, aus wie vielen

einzelnen Polymerketten die Polymersome im Schnitt bestehen:
Mypy = 1,0+ 0,1-10° g/mol
My, (BCP) = 6220 g/mol

Nggg = 161-103

agg
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5.1.2 Liposome

Die Liposome wurden auf die gleiche Weise charakterisiert, wie anhand der Polymersome in
Kapitel 5.1.1 beschrieben. Zur Bildung von Liposomen wurden im Rahmen dieser Arbeit drei

Lipide mit unterschiedlichen Phasenlibergangstemperaturen ausgewahlt.

Aus jedem Lipid wurden Liposome gebildet, wobei nur DMPC (LIP100) fiir eine detaillierte
Analyse der Liposomen und fir den Einsatz in Hybridvesikeln ausgewahlt wurde. Es musste
zwischen guter Verarbeitbarkeit und voraussichtlicher Stabilitdit der spater gebildeten
Hybridvesikel abgewogen werden. Lipide, deren Haupt-Phasenibergang bei niedrigeren
Temperaturen liegt (wie DOPC), sind leichter zu Liposomen zu verarbeiten, da sie bei
Raumtemperatur in der flissig-analogen Phase vorliegen. Hohere
Phaseniibergangstemperaturen (wie bei DPPC) fliihren dazu, dass die entsprechenden Lipide bei
Raumtemperatur keine Liposome der gewiinschten GroRe (R, = 100 nm), sondern aufgrund

B bereits bekannt, dass

von Fusion groRere Strukturen bilden. Andererseits ist aus der Literatur
eine Erhdhung der Tp des Lipids bei groBen unilamellaren Vesikeln (GUVs) zu stabileren Vesikeln

fuhrt.

Die DLS-Messungen wurden auch hier (iber den CONTIN- und den KWW-Fit ausgewertet. Uber
den CONTIN-Algorithmus konnte neben einem Hauptdiffusionsprozess ein weiterer Prozess mit
einem wesentlich kleinerem Ry von 10+ 1 nm festgestellt werden (Korrelationsfunktion,
Relaxationszeitenverteilung und Extrapolation des Diffusionskoeffizienten siehe Abbildung 5.6).
Dieser Prozess stammt vermutlich von kleinen Lipidaggregaten (evtl. Mizellen), da er fir einzelne
frei diffundierende Lipide zu grof ist (siehe Abschnitt 5.1.5). Da iber den KWW-Fit festgestellt
wurde, dass trotzdem = 0,90 ist, wurde fiir eine bessere Vergleichbarkeit mit dem KWW-Fit

ausgewertet.
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Abbildung 5.6 Autokorrelationsfunktion C(q, t) und Relaxationszeitenverteilung H(In t) von Liposomen in Wasser
mit ¢ = 1 g/L bei 20 °C - Inset: Extrapolation g? — 0 des Diffusionskoeffizienten.

DLS-Messungen der DMPC-Liposome zeigen einen Ry von 101 + 10 nm direkt nach der

Praparation, was genau der erwarteten GroRe entspricht.

Die Ergebnisse der SLS sind in den Abbildungen 5.7 und 5.8 dargestellt.
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Abbildung 5.8 Holtzer-Auftragung der Streudaten aus

Abb. 5.7.
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Auch hier lasst sich erkennen, dass der Kurvenverlauf in der Holtzer-Auftragung gut dem
Formfaktor einer Kugel entspricht (siehe Abbildung 3.12 im Theorieteil). Allerdings liegt das
Maximum in der Holtzer-Auftragung bei gréBeren g-Werten, was darauf hindeutet, dass kleinere
Strukturen und somit ein geringeres apparentes Molekulargewicht vorliegt. Wie fiir die
Polymersomen wurde auch hier aus dem Maximum der Streukurve (gestrichelte Linie) der

apparente Gyrationsradius der Liposome bestimmt. Man erhalt fir Rg und p:
R; =704 7 nm
p=10,70

Der Strukturparameter p deutet ebenfalls darauf hin, dass die erhaltenen Streudaten wiederum

einer Kugel entsprechen.

Das apparente Molekulargewicht sowie die Aggregationszahl wurden aus der entsprechenden
Ornstein-Zernicke-Auftragung (Abbildung 5.10) ermittelt. Auch hier wurde daflir zunachst das
Brechungsindexinkrement der Probe in Wasser und daraus K bestimmt, wie in Abbildung 5.9

gezeigt.
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Abbildung 5.9 Brechungsindexinkrement der DMPC-Liposome in Wasser bei 25 °C.
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Abbildung 5.10 Ornstein-Zernicke-Auftragung der Streudaten der DMPC-Liposome in Wasser.

Auch bei den Liposomen wird der Verlauf der Streu-Kurve mit einem Polynom dritten Grades

beschrieben und aus dem Achsenabschnitt M,,,, berechnet (siehe Kapitel 5.1.1).
Die erhaltenen Werte fiir DMPC-Liposome sind:

Mg,y = 3,0 £ 0,3+ 108 g/mol

M(DMPC) = 678 g/mol

N,,, =442-103

agg

Das apparente Molekulargewicht liegt wie erwartet deutlich niedriger als das der Polymersome,
wahrend die Aggregationszahlen in etwa vergleichbar sind, d.h. es sind an der Vesikelbildung
etwa die gleiche Anzahl von Einzelmolekilen beteiligt. Das geringere Mgy, ergibt sich dabei
aufgrund des geringeren M,, der Lipide im Vergleich zum M,, der Blockcopolymere. Dieses
geringere M,, bzw. die wesentlich geringere Kettenlange der Lipide bewirkt eine héhere Fluiditat

sowie eine wesentlich geringere Membrandicke (siehe Abschnitt 5.3.1 cryo-TEM).
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5.1.3 Polymer-Lipid-Hybridvesikel

Es wurden Hybridvesikel mit verschiedenen Anteilen an DMPC und PDMS-b-PMOXA untersucht.
Dabei wurde dem Blockcopolymer DMPC in Anteilen von 10 mol%, 50 mol% und 90 mol%

zugesetzt, um einen moglichst groBen Bereich des Mischungsverhaltnisses abzudecken.

Zunachst wurden die Proben in der dynamischen Lichtstreuung untersucht. Die
Korrelationsfunktionen sowie Relaxationszeitenverteilungen sind hier nicht gezeigt. Auch hier
wurden alle Messungen sowohl (iber den CONTIN- sowie den KWW-Fit ausgewertet. Da
ebenfalls in allen Fallen die Verteilungsbreite § > 0,8 war (siehe Tabelle 5.1), wurde KWW als
Auswertungs-Methode zur Berechnung der hydrodynamischen Radien ausgewahlt. Allerdings
wurde der CONTIN-Algorithmus auch hier genutzt, um die Anzahl der Diffusionsprozesse zu
bestimmen. Aus beiden Auswertungsmethoden geht hervor, dass alle Hybridvesikelproben nur
einen monomodal-verteilten Diffusionsprozess aufweisen. Dieser Diffusionsprozess zeigt das
Vorhandensein von Streuern nur einer GroBe (R, ca. 100 nm, siehe Tabelle 5.1) im
Streuvolumen. Daraus kann jedoch nicht abgeleitet werden, welche Spezies an Strukturen
vorliegen. Aus den DLS-Daten wird keine Information dariiber erhalten, ob Hybridvesikel oder
phasengetrennt Liposome und Polymersome gleicher GroRRe vorliegen, da nur zwischen Spezies
unterschiedlicher GroRe aber nicht unterschiedlicher Struktur unterschieden werden kann. Die
entsprechenden hydrodynamischen Radien und Verteilungsbreiten §§ der jeweiligen Proben sind

in Tabelle 5.1 zusammengefasst.
Die GroRe der Strukturen stimmt fiir alle Proben mit den Erwartungen nach Extrusion tberein.

Tabelle 5.1 Hydrodynamischer Radius der Polymer-Lipid-Hybridvesikel.

Probe Hydrodynamischer Radius R}, / nm B

BCP90-Lip10 107 £ 11 0,95
BCP50-Lip50 112 + 11 0,94
BCP10-Lip90 104 + 10 0,97

Die Ergebnisse der statischen Lichtstreuung sind in den Abbildungen 5.11 und 5.12 gezeigt. Zum
besseren Vergleich wurden jeweils die Daten der reinen Komponenten (wie oben beschrieben)

mit eingefligt.
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Abbildung 5.11 Absolute Gesamtstreuintensitit der Abbildung 5.12 Holtzer-Auftragung der Streudaten aus
Polymer-Lipid-Hybridvesikel in Wasser Abb. 5.11.
mit ¢ = 0,05 g/L bei 20 °C.

In Abbildung 5.11 ist die Streuintensitdt der verschiedenen Proben aufgetragen. Bei einem
Vergleich der Proben ist zu sehen, dass die absolute Streuintensitdt der Proben bei konstanter
Konzentration mit steigendem Blockcopolymergehalt tendenziell ansteigt. Dies liegt im hoheren
M,, von PDMS-b-PMOXA gegenlber DMPC begriindet, wodurch die Werte fir Mg,, fur die
jeweiligen Strukturen ansteigen. Die Form der Streukurven bleibt dabei jedoch erhalten. Im
hohen g-Bereich ergibt sich aber vor allem bei reinen Liposomen eine Abweichung durch ein
Aufbiegen der Streukurve. Dieser Effekt ist, wie oben beschrieben, auf die Polydispersitat in der

Probe zuruckzufiihren.

In der Holtzer-Auftragung in Abbildung 5.12 ist eine Verschiebung der Maxima der Streukurven
zu erkennen, woraus sich unterschiedliche Gyrationsradien ergeben (siehe Tabelle 5.3). Auch
dieses Verhalten deutet auf unterschiedliche apparente Molekulargewichte hin. Ein definierter
Trend ist hier jedoch nicht klar erkennbar. Es muss hier berlicksichtigt werden, dass die Systeme
eine unterschiedliche Polydispersitat aufweisen (siehe Abbildung 5.12) und die GréRenvariation

flr alle Proben innerhalb des oben diskutierten Fehlerbereichs liegt.

Um eine Ornstein-Zernicke-Auftragung durchfiihren zu kénnen, muss auch fir die Hybridvesikel
der Streufaktor K ermittelt werden. Da das Brechungsindexinkrement eine additive Grol3e ist,[sg]

wird fiir Polymer-Lipid-Hybridvesikel eine lineare Interpolation (siehe Abbildung 5.13)
durchgefiihrt. So kann fiir jeden eingesetzten Lipid-Anteil das entsprechende (Z_Z) und K

berechnet werden. Die entsprechenden Werte sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst.
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Abbildung 5.13 Berechnetes Brechungsindexinkrement der Polymer-Lipid-Hybridvesikel in Wasser.

Tabelle 5.2 Brechungsindexinkrement und Streufaktor der Polymer-Lipid-Hybridvesikel.

Probe (g—:) inmL/g Kin cm;md
BCP90-Lip10 0,1067 1,347 -1077
BCP50-Lip50 0,1214 1,071-1077
BCP10-Lip90 0,1361 8,272-1078

Die Streudaten in der Ornstein-Zernicke-Auftragung werden wie fir Polymersome und Liposome
durch ein Polynom dritten Grades beschrieben und liefern die jeweiligen apparenten
Molekulargewichte. Die aus der Holtzer-Auftragung berechneten Gyrationsradien sowie
apparente Molekulargewichte und Aggregationszahlen sind in Tabelle 5.3 zusammengefasst. Bei
der Berechnung der Aggregationszahl wurde die Zusammensetzung der jeweiligen Vesikel

bericksichtigt. Der statistische Fehler liegt bei allen ermittelten Werten bei ca. 10%.
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Tabelle 5.3 Ergebnisse der statischen Lichtstreuung an Polymer-Lipid-Hybridvesikeln.

Probe Mgpp/ 8- mol™t Ngagg Rg / nm p

BCP90-Lip10 1,9+ 0,2-10° 335-103 126 + 13 1,18
BCP50-Lip50 3,3+0,3-108 96103 110+ 11 0,99
BCP10-Lip90 6,3+0,6-108 511-103 99 + 10 0,95

Es fallt auf, dass tendenziell die GrofRe der entstehenden Strukturen mit steigendem Lipidgehalt
abnimmt. Allerdings ergibt sich kein linearer Zusammenhang. Fir die Probe mit 90 mol%
Lipidanteil wird eine sehr hohe Aggregationszahl erhalten, was ein Hinweis auf die Bildung von
gréBeren Uberstrukturen ist. Der Formfaktor (Abb. 5.12) sowie die Werte fiir p bestétigen, dass
es sich unter Berlicksichtigung der Polydispersitdt bei allen Proben um kugelférmige Streuer

handelt.

5.1.4 Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel

Zur Herstellung von Hybridvesikeln bestehend aus PDMS-b-PMOXA und Cholesterin wurde
Cholesterin in Anteilen von 5 und 50 mol% eingesetzt. Diese Konzentrationen wurden
ausgewahlt, da sie dem minimalen bzw. maximalen Anteil von Cholesterin in biologischen

Membranen entsprechen.

Die Daten der dynamischen Lichtstreuung sind in Tabelle 5.5 zusammengefasst. Wie auch zuvor
bei den Polymer-Lipid-Hybridvesikeln wurden die resultierenden Korrelationsfunktionen mit
dem CONTIN-Fit und der KWW-Methode ausgewertet. Mit beiden Methoden liel sich jeweils
nur ein einzelner monomodal verteilter Diffusionsprozess feststellen (Daten nicht gezeigt). Es
wurden mit der KWW-Auswertung auch hier fir jede Probe Werte von > 0,8 ermittelt (siehe
Tabelle 5.4). Dementsprechend ist zu vermuten, dass tatsachlich Hybridvesikel vorliegen. Da die
Loslichkeit von Cholesterin in Wasser extrem schlecht ist und keine spezifische
Uberstrukturbildung von reinem Cholesterin in Wasser zu beobachten war, kann die
Moglichkeit, dass phasensepariert Cholesterin und Polymersome vorliegen, hier nahezu
ausgeschlossen werden. Cholesterin-Uberstrukturen wiirden in einem anderen GréRenbereich

als Polymersome auftreten.
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Tabelle 5.4 Hydrodynamischer Radius der Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel.

Probe Hydrodynamischer Radius R;, / nm B
BCP95-Chol5 102 + 10 0,95
BCP50-Chol50 103 £ 10 0,99

Die Ergebnisse der statischen Lichtstreuung sind in den Abbildungen 5.14 und 5.15 anhand der
Auftragung der Streuintensitat und einer Holtzer-Auftragung zusammen mit den Daten fiir reine

Polymersome dargestellt.
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Abbildung 5.14 Absolute Gesamtstreuintensitdt der Abbildung 5.15 Holtzer-Auftragung der Streudaten aus

Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel Abb. 5.14.
in Wasser mit ¢ =0,05g/L bei
20 °C.

Die absolute Streuintensitat fir Hybridvesikel mit 5 und 50 mol% Cholesterinanteil bei
konstanter Gesamtkonzentration im Vergleich zu reinen Polymersomen andert sich nur marginal
(siehe Abbildung 5.14). Auch die Systempolydispersitat bleibt nahezu unverdandert. In der
Holtzer-Auftragung der Streudaten ist eine Verschiebung der Maxima zu gréReren g-Werten zu
beobachten (Abb. 5.15). Somit resultieren groRere Gyrationsradien sowie apparente
Molekulargewichte der jeweiligen Strukturen. In beiden Abbildungen ist auRerdem zu erkennen,
dass die Zugabe von 5mol% Cholesterin im Gegensatz zu reinen Polymersomen einen
deutlichen Effekt zeigt. Eine Erhohung des Anteils auf 50 mol% jedoch veradndert die Streudaten

bis auf einen sehr leichten Anstieg der Polydispersitadt nicht wesentlich.

Fir eine Ornstein-Zernicke-Auftragung wird der Streufaktor K und daher das

Brechungsindexinkrement benoétigt. Allerdings kann aufgrund der schlechten Loslichkeit von

Cholesterin in Wasser messtechnisch hier kein (a_:) ermittelt werden. Aufgrund der geringen
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Massenanteile von Cholesterin fir die hier beschriebenen Hybridvesikel wird das gleiche (6—7:)

wie flr reine Polymersomen angenommen. Somit kann auch der gleiche Streufaktor verwendet

werden (siehe Kapitel 5.1.1).

Die aus Holtzer- und Ornstein-Zernicke-Auftragung ermittelten Werte fiir apparente
Molekulargewichte, Aggregationszahlen sowie Gyrationsradien sind in Tabelle 5.5 gezeigt. Der

statistische Fehler betragt ebenfalls ca. 10%.

Tabelle 5.5 Ergebnisse der statischen Lichtstreuung an Polymer-Cholesterin-Hybridvesikeln.

Probe Mgpp/ 8- mol ™! Nggg R; / nm p
BCP95-Chol5 1,9+ 0,2-10° 320-103 110 + 11 1,08
BCP50-Chol50 2,6 +0,3-10° 836103 110+ 11 1,07

Die Verschiebung zu hoheren apparenten Molekulargewichten durch eine Cholesterin-Zugabe
wird durch die Daten bestatigt. Da kein Anstieg des hydrodynamischen Radius, sondern sogar
ein Abfall beobachtet wird, deutet das zusammen mit einem hoheren Mapp darauf hin, dass die
Molekiile in der Vesikelmembran dichter gepackt sind. Dies ist bei den Polymer-Lipid-

Hybridvesikeln nur bei einem Anteil von 10 mol% der Fall.

Man kann vermuten, dass sich in diesen Proben Strukturen analog zu den ,Lipid rafts“ der
Zellmembranen bilden. Dabei scheint die Interaktion von Cholesterin mit Blockcopolymeren
wesentlich starker als die von Lipiden mit Blockcopolymeren zu sein. Die Cholesterinmolekdile
bilden offenbar Komplexe mit den Blockcopolymer-Molekiilen, wobei der Abstand zwischen den
Blockcopolymer-Ketten verringert wird. Bestatigt wurde dies durch Untersuchungen mit cryo-

TEM (siehe Kapitel 5.3.1).

5.1.5 Stabilitat der Vesikel

Zunachst wurde die Stabilitdt aller gebildeten Vesikel hinsichtlich der beobachteten
Diffusionsprozesse direkt nach Prdparation untersucht. Wie bereits erwdahnt, wurde durch die
CONTIN-Auswertung bei den Liposomen ein zweiter schnellerer Diffusionsprozess beobachtet.

Die gleiche Auswertung der Korrelationsfunktion der Polymersomen-Probe zeigt hingegen nur
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einen monomodal-verteilten Peak. In Abbildung 5.16 ist dies deutlich anhand der Verteilung der

Relaxationszeiten H(In 7) bei 8 = 90° (q = 0,014 nm™1) zu sehen.

Es wurde untersucht, ob in den Hybridvesikelproben ebenfalls schnellere Diffusionsprozesse

vorliegen. Jedoch konnte dies in mehreren Messungen nicht zuverlassig geklart werden.
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Abbildung 5.16 Autokorrelationsfunktionen und Relaxationszeitenverteilungen fiir Liposome und Polymersome
beiq =1,4-10° cm~! mit c = 1 g/L bei 20 °C.

Hier zeigt sich, dass im Wassrigen neben Liposomen auch kleinere Lipid-Aggregate vorliegen, die
eine erhohte Diffusion zeigen. Es kénnte sich hierbei um Lipide handeln, die zwischen den
einzelnen Liposomen hin und her wechseln und wahrenddessen Mizellen bilden. Polymersome
als ,frozen structures” weisen dieses Verhalten aufgrund einer héheren Steifigkeit nicht auf

(siehe Theorieteil Kapitel 3.3.2).

Neben der Stabilitat der Vesikelstrukturen im experimentellen Zeitraum (wenige Minuten) ist
vor allem die Langzeitstabilitdit (mehrere Tage bis Wochen) von groRem Interesse. Dies gilt

sowohl fur Applikationen wie beispielsweise Stofftransport als auch bei der Verwendung dieser
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Strukturen als Modellsysteme. Daher wurden die gebildeten Vesikel hinsichtlich ihrer

Langzeitstabilitat untersucht.

Abbildung 5.17 zeigt die ermittelten hydrodynamischen Radien der verschiedenen Liposome,

Polymersome und Polymer-Lipid-Hybridvesikel iber einen Zeitraum von vier Wochen.
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Abbildung 5.17 Langzeitstabilitat der der Polymer-Lipid-Hybridvesikel im Vergleich zu reinen Liposomen und reinen
Polymersomen mit ¢ = 1 g/L bei 20 °C.

Wie aus der Literatur®™™? pekannt, sind die Liposome nicht Uber lingere Zeit hinweg stabil,
sondern fusionieren zu groReren Strukturen. Bereits nach wenigen Stunden ist eine starke
Erh6hung von R}, bei diesen Strukturen zu beobachten. Die durch Fusion entstehenden grof3en
Vesikel (GUVs) und Uberstrukturen erreichen dabei GréRenordnungen, die zum Teil auRerhalb
des zugadnglichen Lichtstreubereiches liegen. Hier konnen nur Teilstrukturen charakterisiert

werden, und die tatsdchlichen Werte sind noch grofRer als in Abbildung 5.17 gezeigt.

Im Gegensatz dazu sind Polymersomen sowie Polymer-Lipid-Hybridvesikel {iber den
untersuchten Zeitraum hinweg in ihrer GroRe sehr stabil. Allerdings kommt es bei der Probe

BCP10-Lip90 (Zusammensetzung 10 mol% PDMS-b-PMOXA und 90 mol% DMPC) nach drei
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Wochen zu einer Aggregation und Sedimentation grofler Strukturen, was eine weitere

Untersuchung dieser Probe unmaglich macht.
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Abbildung 5.18 Langzeitstabilitdt der Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel im Vergleich zu reinen Polymersomen mit
¢ =1g/Lbei20°C.

Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel zeigen ebenfalls eine Langzeitstabilitdt (iber einen Zeitraum
von mehr als vier Wochen (siehe Abbildung 5.18). Hier sind keinerlei Aggregations- oder
Sedimentationsprozesse zu beobachten und die Messdaten zeigen (iber den

Untersuchungszeitraum konstante Ergebnisse.
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5.2 Nachweis der Hybridvesikel iiber FCS und CLSM

Anhand der Lichtstreuexperimente an den Hybridvesikel-Proben konnte festgestellt werden,
dass in allen Proben kugelférmige (vesikuldre) Strukturen vorhanden sind, die innerhalb einer
Probe eine monomodale GréRenverteilung aufweisen. Allerdings konnte nicht unterschieden
werden, ob jeweils eine Hybridvesikelspezies oder mehrere phasenseparierte Spezies gleicher

GroRe (beispielsweise phasengetrennte Liposome und Polymersome) vorliegen.

Um eine sichere Aussage Uber die Zusammensetzung der Vesikel zu erhalten, wurden den
Hybridvesikeln in der Herstellung (siehe Kapitel 4.4) jeweils fluoreszenzmarkierte Komponenten
zugesetzt. Die unterschiedlichen Farbstoffe reichern sich dort an, wo auch die jeweilige
unmarkierte Komponente der Vesikel zu finden ist. Sollte es sich in den Proben um Hybridvesikel
handeln, so missen in einem Vesikel jeweils zwei unterschiedliche fluoreszenzmarkierte
Komponenten vorhanden sein. Eine geeignete Technik zur Uberpriifung an 200 nm groRen
Strukturen ist die Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie sowie fiir Vesikel im pm-Bereich

die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie.

5.2.1 Kreuzkorrelations-Messungen an Vesikeln bestehend aus
fluoreszenzmarkiertem Lipid bzw. Cholesterin und fluoreszenzmarkiertem
Blockcopolymer

Um aussagekraftige Ergebnisse aus den Kreuzkorrelationsmessungen zu erhalten, mussten

zundchst die Eigenschaften der reinen Fluoreszenzfarbstoffe untersucht werden.

Die verwendeten Farbstoffe wurden aufgrund ihrer hohen Quantenausbeute in Wasser und dem
genigend groBen Abstand der Wellenlangen der emittierten Fluoreszenz ausgesucht. Das
Maximum der Emission der Fluoreszenz von Alexa 647® — markiertem PDMS-b-PMOXA liegt bei
668 nm, weshalb die Fluoreszenz in der FCS im roten Kanal (Wellenldngen siehe
Experimentalteil Kapitel 4.5.2) detektiert wird. Abbildung 5.19 zeigt das Absorptions— /

Emissionsspektrum von Alexa 647°.
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Abbildung 5.19 Absorptions- / Emissionsspektrumlsg] von Alexa 647°.

Weiterhin wurde ein Bodipy® — markiertes Lipid verwendet, dessen Emissionsmaximum bei
510 nm liegt (Absorptions— / Emissionsspektrum siehe Abbildung 5.20). Die Fluoreszenz dieses

Farbstoffs wird im blauen Kanal (siehe Experimentalteil Kapitel 4.5.2) detektiert.
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Abbildung 5.20 Absorptions- / Emissionsspektrum[m] von Bodipy®-HPC.

Ebenfalls im blauen Kanal wird die Fluoreszenz von TopFluor® — Cholesterin detektiert, dessen

Emissionsmaximum bei 507 nm liegt (siehe Abb. 5.21).
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Abbildung 5.21 Absorptions- / Emissionsspektrum' ™ von TopFluor® — Cholesterin.



B Herstellung und Charakterisierung von Hybridvesikeln

Das wichtigste Kriterium fiir die Eignung fiir Kreuzkorrelationsmessungen ist der sogenannte
,Crosstalk”. Unter Crosstalk versteht sich die Detektion von Fluoreszenz eines Farbstoffs in
beiden beobachteten Kandlen. Dadurch tduscht der Farbstoff eine unter Umstdanden nicht
vorhandene Kreuzkorrelation vor. Alle verwendeten Farbstoffe wurden einzeln in der FCS
untersucht, wobei die Fluoreszenz sowohl im roten als auch im blauen Kanal gleichzeitig
detektiert wurde (Messungen hier nicht gezeigt). Der beobachtete Crosstalk lag fir alle

Farbstoffe unterhalb von 5% und kann daher vernachlassigt werden.

Untersucht wurden jeweils eine Probe mit Polymer-Lipid-Hybridvesikeln (BCP90-Lip10F — 90%
PDMS-b-PMOXA und 10% DMPC) und eine Probe mit Polymer-Cholesterin-Hybridvesikeln
(BCP95-Chol5F — 95% PDMS-b-PMOXA und 5% Cholesterin). Abbildung 5.22 zeigt die auf die
groRte Amplitude normalisierten Korrelationskurven und die zugehdrigen Fits, die fiir die Probe

BCP90-Lip10F erhalten wurden.
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Abbildung 5.22 Korrelationskurven fiir die Probe BCP90-Lip10F: Blauer Kanal (Lipide), Roter Kanal (BCP) und
Kreuzkorrelation mit den entsprechenden Fits.
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Die erhaltenen Korrelationskurven fiir den roten (Lipid) sowie fir den blauen (BCP) Kanal
wurden jeweils mit einem Fit (rote und blaue gestrichelte Linie) beschrieben, der einem
einzelnen hyperbolischen Abfall entspricht. Der Fit wurde fiir eine im dreidimensionalen frei
diffundierende Spezies entsprechend der folgenden Formel® berechnet, wobei Vers dem
effektiven Detektionsvolumen, ¢ der Konzentration, T der Verschiebungszeit, T der lateralen
Diffusionszeit und ry sowie z, der lateralen bzw. axialen Ausdehnung des emittierten Lichts

entsprechen:

Gr) =1+ : (5.1)

2
T r0\* T
Veff<C>(1+5> 1+(%) 5

Um Beitrage der Triplet-Relaxation der Farbstoffe zu den Korrelationskurven zu vermeiden,

wurde in allen Fallen ab 9,6 ps gefittet.

Geringe Abweichungen vom Fit kamen fir kleine Relaxationszeiten durch evtl. frei
diffundierenden Farbstoff in geringer Konzentration zustande. Flr groBe Relaxationszeiten
konnte eine Abweichung vom Fit durch die Polydispersitdt bzw. Aggregation der Vesikel erklart
werden. Die Unterschiede der Amplitude von G(7) fur den roten und den blauen Kanal lassen
sich durch unterschiedliche grolRe Detektionsvolumina der beiden Kanéle erklaren. Aufgrund der
Wellenlangenabhangigkeit der Beugungsbegrenzung ist das Detektionsvolumen bei 488 nm
kleiner als bei 633 nm. Die Amplitude von G (7) ist proportional zu 1/N (N = Anzahl detektierter
Teilchen im konfokalen Volumen). Da das Detektionsvolumen des blauen Kanals kleiner ist,
halten sich bei gleicher Konzentration der markierten Spezies (unter der Annahme, dass alle
Teilchen doppelt markiert sind) dort weniger Teilchen auf. So ist die Amplitude von G(t) fur den

blauen Kanal groRer als fiir den roten.

Die Amplitude von G(7) der Kreuzkorrelation (schwarze Kurve) liegt zwischen denen des roten
und blauen Kanals. Sofern die Detektionsvolumina beider Kanale perfekt tiberlappen, so liegt das
Volumen der Kreuzkorrelation dazwischen. Allerdings ist hier die Kreuzkorrelationsamplitude
proportional zur Anzahl der doppelt markierten Spezies im Kreuzkorrelationsvolumen. Die
Amplitude der Kreuzkorrelation spricht also dafiir, dass alle beobachteten Teilchen doppelt

markiert waren.

Mithilfe der Fits wurden die korrespondierenden Diffusionskoeffizienten und daraus die
hydrodynamischen Radien ermittelt, welche in Tabelle 5.6 gezeigt sind. Ebenfalls wurde die

Konzentration der jeweiligen markierten Spezies bestimmt.
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Tabelle 5.6 Kandle und entsprechende hydrodynamische Radien fiir BCP90-Lip10F.

Kanal Hydrodynamischer Radius R,/ nm Konzentration ¢ / nM
Rot (BCP) 9+7 0,335+ 0,023
Blau (Lipid) 87+ 10 0,161 £ 0,017
Kreuzkorrelation 99 + 10 0,217 £ 0,067

Die hydrodynamischen Radien zeigen, dass die GroRen der blau und rot markierten Spezies
unter Beachtung des Fehlerbereichs fiir beide Kanale Gbereinstimmen. Dies deutet bereits auf

das Vorhandensein einer doppelt markierten Spezies (Hybridvesikel) hin.

Belegen kénnen das die ermittelten Konzentrationen. Zwar liegen die Werte nicht alle innerhalb
eines Fehlerbereichs, jedoch kdnnen geringe Abweichungen auf eventuelle Aggregate und freien
Farbstoff zuriickgefiihrt werden. AuRerdem liegt moglicherweise keine perfekte Uberlappung
der Detektionsvolumina beider Kanale vor (instrumenteller Fehler). Da der Wert fir die
Kreuzkorrelation zwischen denen des roten und des blauen Kanals liegt, kann trotz der geringen
Abweichungen davon ausgegangen werden, dass jedes Teilchen, welches sich im
Detektionsvolumen aufgehalten hat, doppelt markiert gewesen sein muss. Es liegen also
Strukturen in der erwarteten GroRe vor, die mit beiden verwendeten Farbstoffen markiert sind.
Es handelt sich dementsprechend in der Probe um Hybridvesikel bestehend aus Lipid- und
Blockcopolymeranteilen. Der ermittelte R}, der Hybridvesikel stimmt gut mit den Werten aus der

dynamischen Lichtstreuung tberein (siehe Tabelle 5.1, Kapitel 5.1.3).

Unter den gleichen Bedingungen wurde eine Kreuzkorrelationsmessung fiir BCP95-Chol5F

durchgefiihrt. Die erhaltenen Korrelationskurven sind in Abbildung 5.23 dargestellt.
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Abbildung 5.23 Korrelationskurven fiir die Probe BCP95-Chol5: Blauer Kanal (Cholesterin), Roter Kanal (BCP) und
Kreuzkorrelation mit den entsprechenden Fits.

Auch hier konnten alle Korrelationskurven mit einem Fit entsprechend eines einzelnen
hyperbolischen Abfalls beschrieben werden. Abweichungen kommen wie oben beschrieben
durch geringe Mengen frei diffundierenden Farbstoffs und die Polydispersitat bzw. Aggregation
der Vesikel zustande. Genau wie bei den Polymer-Lipid-Hybridvesikeln kdnnen die Unterschiede

der Amplituden von G (7) durch die unterschiedlich groBen Detektionsvolumina erklart werden.

Die Amplitude der Kreuzkorrelation liegt auch hier zwischen der des roten und blauen Kanals,

was, wie oben beschrieben, auf das Vorhandensein einer doppelt markierten Spezies hindeutet.

Es wurden ebenfalls die hydrodynamischen Radien und Konzentrationen fiir die einzelnen

Kanale berechnet, welche in Tabelle 5.7 gezeigt sind.

Tabelle 5.7 Kanéle und entsprechende hydrodynamische Radien fiir BCP95-Chol5F.

Kanal Hydrodynamischer Radius R,/ nm Konzentration ¢ / nM
Rot (BCP) 114+ 8 0,175 £ 0,016
Blau (Cholesterin) 97 + 12 0,144 + 0,023

Kreuzkorrelation 112+ 12 0,137 + 0,058
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Die berechneten Ry und Konzentrationen stimmen fiir die verschiedenen Kandle sowie die
Kreuzkorrelation gut Uberein. Dies ist auch hier ein Zeichen dafiir, dass tatsachlich vesikulare
Strukturen vorliegen, die sowohl Cholesterin als auch Blockcopolymer enthalten. Diese Tatsache
bestatigt die Annahmen aus der Lichtstreuung. Auch die ermittelte GrofSe stimmt mit den Daten

aus der dynamischen Lichtstreuung Gberein (siehe Tabelle 5.4, Kapitel 5.1.4).

5.2.2 Untersuchung der doppelt markierten Vesikel mittels konfokaler Laser-
Scanning Mikroskopie

Eine weitere Methode, um die Bildung von Hybridvesikeln nachzuweisen, ist die mikroskopische
Abbildung der Vesikel. Hierfir wurden ebenfalls doppelt markierte Vesikel hergestellt, die
jedoch fiir eine bessere Visualisierung eine GroRe von ca. 1 um aufwiesen. Im Falle von

Hybridvesikeln sollte daher jeder abgebildete Vesikel beide Fluoreszenzfarbstoffe enthalten.

Bei der Untersuchung der Proben mit FCS wurde festgestellt, dass geringe Mengen an frei
diffundierenden Fluoreszenzfarbstoffen in der Losung vorhanden waren. Daher muss
ausgeschlossen werden, dass sich freier Farbstoff von jeweils beiden markierten Komponenten
von aullen an bereits gebildete Vesikelmembranen anlagert. Dadurch wiirde sowohl in FCS als
auch in CLSM eine Kolokalisation von Lipid / Cholesterin und Blockcopolymer vorgetduscht

werden.

Um diesen Fall auszuschliefen, wurden mit Alexa Fluor 647®-markierte Polymersome (BCP100F)
sowie Bodipy®-markierte Liposome (Lip100F) hergestellt. Aus TopFluor®-markiertem Cholesterin
konnten keine vesikuldren Strukturen hergestellt werden. Jedoch war es moglich, durch kurze
Behandlungen mit Ultraschall geringe Mengen des Farbstoffs in Wasser zu losen. Die so
erhaltenen Proben wurden auf einem Objekttrager gemischt (markierte Polymersome mit
markiertem Cholesterin und markierte Polymersome mit markierten Liposomen) und mit CLSM
analysiert. Die erhaltenen Bilder aus der Kombination beider Detektionskanéle sind in Abbildung

5.24 gezeigt.
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Abbildung 5.24 A: Alexa Fluor 647®-markierte Polymersome (rot) gemischt mit Bodipy® - markierten Liposomen
(griin), B: Alexa Fluor 647®-markierte Polymersome (rot) gemischt mit TopFluor®-Cholesterin
(griin).

In beiden Bildern ist die rote Komponente jeweils Alexa Fluor 647®-markiertes Blockcopolymer.
In Abb. 5.24 A handelt es sich bei der griinen Komponente um Bodipy®-markiertes Lipid,

wahrenddessen in Abb. 5.24 B die griine Komponente aus TopFluor®-Cholesterin besteht.

Abb. 5.24 A zeigt rot fluoreszierende Polymersome im erwarteten GréRenbereich. AulRerdem
liegt eine weitere griin fluoreszierende Liposomen-Spezies vor. Die Liposome sind bereits
teilweise zu groReren Vesikelstrukturen fusioniert, was schon in der Lichtstreuung beobachtet
wurde. Auch die Polymersome zeigen teilweise Aggregation, was besonders in Abb. 5.24 B zu
sehen ist. Das grin fluoreszierende TopFluor® — Cholesterin lagert sich ebenfalls zu sehr kleinen
Aggregaten zusammen. Die Fluoreszenz im griinen Kanal ist allerdings deutlich schwécher als in
Abb. 5.24 A, da die Loslichkeit des Farbstoffs in Wasser wie von reinem Cholesterin sehr schlecht

ist.

Die wichtigste Beobachtung ist jedoch, dass in beiden Bildern keinerlei Kolokalisation zwischen
beiden Komponenten besteht. Es kann also ausgeschlossen werden, dass die Kreuzkorrelation
bei der Untersuchung mit FCS nur vorgetduscht wurde. AuRerdem macht dies die Interpretation

der folgenden Bilder, die Hybridvesikel zeigen, eindeutig.

Die Proben der Hybridvesikel wurden hier in allen Zusammensetzungen untersucht, die bereits
fir die Lichtstreuexperimente verwendet wurden. Abb. 5.25 zeigt zunachst die Bilder der Probe

BCP90-Lip10F (90 mol% PDMS-b-PMOXA und 10 mol% DMPC).
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Abbildung 5.25 A: Fluoreszenz der Bodipy®-markierten Lipid-Komponente in BCP90-Lip10F, B: Fluoreszenz der
Alexa Fluor 647®-markierten Blockcopolymer-Komponente in BCP90-Lip10F, C: Kombination der
Fluoreszenz beider Kanile (weiRe Pfeile zeigen deutliche Beispiele fiir Kolokalisation).

In Abbildung 5.25 ist sowohl die Verteilung der Lipid-Komponente (5.25 A) als auch die
Verteilung der Blockcopolymer-Komponente (5.25 B) zu erkennen. Kombiniert man beide Kanéle
so zeigt sich, dass eine sehr gute Kolokalisation beider Komponenten vorliegt. Zu erkennen ist
dies an der homogenen gelben Farbung in Abb. 5.25 C. Zwei deutliche Beispiele wurden mit
weillen Pfeilen markiert. Daraus ldsst sich schlieRen, dass in dieser Probe tatsdchlich
Hybridvesikel vorliegen, was die Ergebnisse der Lichtstreuung und FCS bestatigt. Zwar sind
Vesikel zu erkennen, die anscheinend mehr Blockcopolymer bzw. mehr Lipid enthalten,
allerdings ist dies nur vereinzelt der Fall. Zustande kommen kann dies, wenn sich die jeweiligen

markierten (und auch unmarkierten) Komponenten nicht tberall zu gleichen Mengen einlagern.
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Da es aufgrund der Auflésungsgrenze nicht moglich ist, mit starkerer VergrofSerung zu arbeiten,
werden hier keine Informationen Ulber mogliche Domadnenbildung oder Phasenseparation
innerhalb der Vesikel erhalten. Da die Probe eine sehr homogene Verteilung des Lipids in den

Vesikeln zeigt, war die Probe gut fiir weitere Untersuchungen geeignet.

Weiterhin wurde die Probe BCP50-Lip50F untersucht, welche aus 50 mol% PDMS-b-PMOXA und
50 mol% DMPC besteht (siehe Abb. 5.26).

Abbildung 5.26 A: Fluoreszenz der Bodipy®-markierten Lipid-Komponente in BCP90-Lip10F, B: Fluoreszenz der
Alexa Fluor 647®-markierten Blockcopolymer-Komponente, C: Kombination der Fluoreszenz beider
Kandle. Ein gut erkennbarer Vesikel ist wei eingekreist.

Auch hier ist deutlich zu sehen, dass eine Kolokalisation beider Komponenten besteht (Abb. 5.26
C). Allerdings scheint die Verteilung weniger homogen. Es sind wesentlich mehr Vesikel zu
sehen, die mehr Blockcopolymer als Lipid enthalten. Dies deutet darauf hin, dass eine Erhéhung

des Lipidanteils in den Vesikeln zu einer grofReren Variation an erhaltenen Hybridvesikeln fiihrt.
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Die Probe eignete sich weniger gut fiir weitere Experimente als BCP90-Lip10F, da erhaltene

Ergebnisse nicht auf eine homogene Vesikelspezies zuriickgefiihrt werden kénnen.

Abbildung 5.27 zeigt die fur die Probe BCP10-Lip90F (10 mol% PDMS-b-PMOXA und 90 mol%

DMPC) erhaltenen Bilder (einzelne Kandle hier nicht gezeigt).

Abbildung 5.27 A: Kombination beider Kandle in BCP10-Lip90F aufgenommen in der Losung und B: aufgenommen
am Rand des Tropfens.

In Abbildung 5.27 A ist zu erkennen, dass auch in dieser Probe Hybridvesikel gebildet wurden. Zu
erkennen ist dies an der gelben Farbung, die bei der Kombination der Kanéle entsteht. Zusatzlich
zu den Hybridvesikeln sind allerdings auch sehr groRe Aggregate zu erkennen, die aus
zusammengelagerten Hybridvesikeln bestehen. In Abbildung 5.27 B ist dies besonders deutlich
zu sehen, da sich die Aggregate bevorzugt am Rand des untersuchten Flissigkeitstropfens

”[62]). Aus diesen Aufnahmen lasst sich schlieBen, dass eine

anlagern (,coffee-ring-effect
Sattigungsgrenze fiir den Lipid-Gehalt in Hybridvesikeln existiert. Uberschiissige Lipide, welche
nicht mehr in Hybridvesikel eingelagert werden, bilden Liposome, die wiederrum die
beobachteten Aggregate bilden. Aus diesem Grund war die Durchfihrung von weiteren

Untersuchungen an der Probe BCP10-Lip90 nicht sinnvoll.

Neben den Polymer-Lipid-Hybridvesikeln wurden auch die Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel
abgebildet. Abbildung 5.28 zeigt Bilder von BCP95-Chol5F (95 mol% PDMS-b-PMOXA und

5 mol% Cholesterin).
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Abbildung 5.28 A: Fluoreszenz des TopFluor®-Cholesterins in BCP95-Chol5F, B: Fluoreszenz der Alexa Fluor 647°-
markierten Blockcopolymer-Komponente, C: Kombination der Fluoreszenz beider Kandle (weille
Pfeile zeigen deutliche Beispiele fiir Kolokalisation).

Auch bei dieser Probe ist eine Kolokalisation der beiden Komponenten erkennbar (siehe Abb.
5.28 C). Die Verteilung des Cholesterins (griin markiert) ist jedoch wie auch bei BCP50-Lip50
nicht homogen, was an den teilweise nur rot erscheinenden Vesikeln in Abb. 5.28 C deutlich zu

erkennen ist. Dies erschwert die Interpretation weiterer Daten.

Weiterhin wurden Vesikel mit 50 mol% Cholesterin und 50 mol% PDMS-b-PMOXA abgebildet
(siehe Abbildung 5.29).
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Abbildung 5.29 A: Fluoreszenz des TopFluor®-Cholesterins in BCP95-Chol5F, B: Fluoreszenz der Alexa Fluor 647° -
markierten Blockcopolymer-Komponente, C: Kombination der Fluoreszenz beider Kandle. Ein gut
erkennbarer Vesikel ist weiB eingekreist.

Die Verteilung der Komponenten innerhalb der Vesikel (Abb. 5.29 C) sieht dhnlich aus wie in
BCP95-Chol5F und es ist auch hier eine deutliche Kolokalisation erkennbar. Auch hier ist die
Verteilung nicht vollstidndig homogen und es sind Vesikel vorhanden, die nur oder groRtenteils
aus Blockcopolymer bestehen. Es ist Uberraschend, dass hier kein Unterschied zu Proben mit
einem niedrigeren Cholesterin-Anteil zu beobachten ist. Cholesterin scheint dazu zu neigen, sich
dort einzulagern, wo bereits viel Cholesterin vorhanden ist. Betrachtet man die Ergebnisse der
Lichtstreuung, wonach die Packungsdichte innerhalb der Membran ansteigt, so muss beachtet
werden, dass dies Werte sind, die fir die gesamte Probe (d.h. Giber eine sehr hohe Anzahl von
Events) gemittelt wurden. Das heiRt, in Vesikeln, die viel Cholesterin enthalten, muss eine sehr
hohe Packungsdichte herrschen, wahrend die Packungsdichte in Vesikeln mit wenig Cholesterin

weniger stark erhéht wird. Diese Tatsache wiederum deutet auf die Ausbildung von Domanen
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analog zu den , Lipid rafts” hin. Allerdings lasst sich vermuten, dass diese Domanenbildung die
GroRenordnung von Vesikeln Ubersteigt und bereits bei der Herstellung stattfindet. Bei der
Ausbildung eines Films aus Blockcopolymer und Cholesterin wahrend der Vesikelpraparation
kann es bereits zur Ausbildung von Cholesterin-reichen Domadnen kommen. Diese Domanen

bilden spater die Cholesterin-reichen Vesikel.

5.3 Charakterisierung der Eigenschaften der Hybridvesikel

5.3.1 Abbildung der Hybridvesikel mit cryo-TEM

Da mittels CLSM gezeigt wurde, dass in der Probe mit 90 mol% Lipid- und 10 mol%
Polymeranteil Aggregate gebildet wurden und nicht samtliches Lipid in Hybridvesikel eingelagert
wurde, wurde diese Probe nicht weiter analysiert. Die Hybridvesikel aller anderen Proben

wurden mithilfe von cryo-TEM abgebildet und deren Membrandicke tiber eine Statistik ermittelt.

Die Abbildung von reinen PDMS-b-PMOXA-Polymersomen wurde bereits in der Literatur
gezeigt."® Daher wird in dieser Arbeit auf eine Darstellung der Polymersomen verzichtet und nur
ein Histogramm der erhaltenen Membrandicken der Probe BCP100 gezeigt. Die Membrandicken
wurden fiir alle Proben anhand einer Statistik basierend auf 100 verschiedenen Stellen der
abgebildeten Vesikelmembranen bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.30 dargestellt. Es
wurde eine durchschnittliche Membrandicke von d = 17,1 + 1,6 nm (n-Mittel) erhalten. Die
Membrandicke stimmt unter Beachtung der Standardabweichung mit dem Literaturwert®

Uiberein.
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Abbildung 5.30 Verteilung der gemessenen Werte der Membrandicke von PDMS-b-PMOXA-Polymersomen.
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Zum Vergleich wurden DMPC-Liposome mit cryo-TEM abgebildet (siehe Abb. 5.31). Auch hier
wurden die Membrandicken wie oben beschrieben bestimmt und ein Durchschnittswert

ermittelt. Das Histogramm, welches die Verteilung der gemessenen Werte zeigt, ist in Abb. 5.32

dargestellt.
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Abbildung 5.31 cryo-TEM Bild von DMPC-Liposomen —  Abbildung 5.32 Verteilung der gemessenen Membran-
Rote Pfeile zeigen deformierte dicken aus Abb. 5.31.
Liposome.

Es ist in Abb. 5.31 gut zu erkennen, dass trotz der Extrusion der Liposome multilamellare
Systeme vorhanden sind. Dies ist bedingt durch die hohe Fluiditdt der Lipide. Man kann
auBerdem beobachten, dass die Liposome leicht verformbar sind (rote Pfeile) und eine sehr
groRe Polydispersitat aufweisen. Die durchschnittliche Membrandicke der Liposome betrug
d = 4,8+ 0,6 nm. Dies stimmt mit den Literaturwerten' fiir Lipidmembranen iiberein. Eine
typische cryo-TEM Abbildung der Probe BCP90-Lip10 ist in Abb. 5.33 gezeigt. Abb. 5.34 stellt das

zugehorige Histogramm der erhaltenen Membrandicken dar.
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Abbildung 5.33 cryo-TEM Bild von Polymer-Lipid- Abbildung 5.34 Verteilung der gemessenen Membran-
Hybridvesikeln mit 10 mol% dicken aus Abb. 5.33.

Lipidanteil.

Wie in Abb. 5.33 zu sehen ist, besitzen die Hybridvesikel eine gleichmaRige
Oberflachenkriimmung. Einige der Hybridvesikel zeigen kleinere Vesikel im Inneren, bestehen
daher aus multilamellaren Systemen. Dies kam durch die Prdparationsmethode zustande und
konnte auch durch Extrusion nicht vollstdndig verhindert werden. Allerdings ist dieser Effekt
deutlich schwacher ausgepragt als bei den Liposomen. In der Literatur werden daher solche auf

“3  pezeichnet. Die erhaltene

Polymeren basierenden Vesikel als ,pregnant vesicles
durchschnittliche Membrandicke fiir Polymer-Lipid-Hybridvesikel mit 10 mol% Lipidanteil lag bei
d = 18,3 + 1,9 nm. Der Wert stimmt unter Beachtung der Standardabweichung mit dem fur
reine Polymersome (iberein. Jedoch ist innerhalb des Fehlerbereichs eine leichte Erh6hung der
Membrandicke zu beobachten. Ob dies durch die Zugabe von Lipid zustande kam, konnte
allerdings nicht abschlieBend geklart werden. Somit kdnnen hier keine Aussagen zum
Strukturbildungsmechanismus abgeleitet werden. In Abb. 5.33 sind keine Anzeichen auf eine
Domaénenbildung zu erkennen, was ein Indiz fiir die homogene Verteilung der Lipide ist.

Ebenfalls dafiir spricht, dass an keiner Stelle Membrandicken gemessen werden konnten, die

denen der DMPC-Liposome entsprechen.

Fir die Probe BCP50-Lip50 konnten bisher aufgrund instrumenteller Schwierigkeiten keine Bilder
erhalten werden. Eine Abbildung dieser Hybridvesikel ist jedoch erstrebenswert, da dann
Uberprift werden kann, ob die Erhohung des Lipidanteils tatsdchlich eine groRRere

Membrandicke hervorruft.
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Erfolgreich abgebildet wurden auRerdem die Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel. Hybridvesikel
mit einem Anteil von 5 mol% Cholesterin (BCP95-Chol5) sind in Abb. 5.35 gezeigt. Es ist eine
Verteilungsbreite der VesikelgréRe zu erkennen, wobei davon ausgegangen werden muss, dass
diese aufgrund von Praparationsartefakten entstanden sind, da es fiir dieses Verhalten keine

Anzeichen in DLS, SLS und FCS gab. Abb. 5.36 zeigt die ermittelte Verteilung der

Membrandicken.
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Abbildung 5.35 cryo-TEM Bild von Polymer- Abbildung 5.36 Verteilung der gemessenen Membran-
Cholesterin-Hybridvesikeln mit dicken aus Abb. 5.35.

5 mol% Cholesterinanteil.

Abb. 5.35 zeigt deutlich, dass Hybridvesikel mit einer einheitlichen Oberflachenkrimmung
erhalten werden. Auch hier wurden teilweise ,,pregnant vesicles” beobachtet. Es konnen wie bei
den Polymer-Lipid-Vesikeln keine Hinweise auf Domanenbildung innerhalb der einzelnen Vesikel
beobachtet werden. Die durchschnittlich erhaltene Membrandicke lag bei d = 13,3 + 1,3 nm.
Dieser Wert liegt sehr deutlich unter dem ermittelten Wert fiir reine Polymersome (d = 17,1 +
1,6 nm). Dies ist ein weiterer wichtiger Hinweis darauf, dass ein Zusatz von Cholesterin zu den
Blockcopolymeren zu einer dichteren Packung der Molekile innerhalb der Membran fiihrt. Da
die Membrandicke hauptsachlich von der Lénge des hydrophoben Blocks der Blockcopolymere
bestimmt wird, muss eine Anderung der Konformation der PDMS-Ketten vorliegen. Vermutlich
flihrt eine Komplexbildung mit Cholesterin entweder dazu, dass die einzelnen PDMS-Ketten

starker komprimiert werden, oder aber eine verflochtene Struktur ausbilden.

Durch eine Abbildung von BCP50-Chol50 wurde untersucht, ob eine Erhohung des

Cholesterinanteils diesen Effekt noch verstarkt. Abb. 5.36 zeigt Polymer-Cholesterin-
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Hybridvesikel mit einem Cholesterinanteil von 50 mol%. In Abb. 5.37 ist die Verteilung der

Membrandicken fiir diese Probe zu sehen.
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Abbildung 5.37 c¢ryo-TEM Bild von Polymer- Abbildung 5.38 Verteilung der gemessenen
Cholesterin-Hybridvesikeln mit Membrandicken aus Abb. 5.37.
50 mol% Cholesterinanteil.

Visuell unterscheiden sich die Hybridvesikel aus Abb. 5.37 nicht von denen mit einem
Cholesterinanteil von 5mol% (Abb. 5.35). Es gab auch hier keine Hinweise auf eine
Domanenbildung. Die erhaltene durchschnittliche Membrandicke betrug d = 13,2 + 1,4 nm.
Damit stimmt sie genau mit der Membrandicke der Hybridvesikel mit nur 5 mol% Cholesterin
Gberein. Eine weitere Erhohung des Cholesterinanteils bewirkt damit keine Verdnderung mehr
bezliglich der Membrandicke. Eventuell hat die Erhohung einen Einfluss auf die laterale
Packungsdichte, was jedoch mit den in dieser Arbeit verwendeten Methoden nicht aufgeklart

werden konnte.

Es konnte damit gezeigt werden, dass ein Zusatz von Lipiden bzw. Cholesterin zu den
Blockcopolymeren durchaus einen starken Einfluss auf die Dicke der ausgebildeten Membran

und somit auf die Packungsdichte hat.
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5.3.2 Charakterisierung der Hybridvesikel mit AFM

Bei der Charakterisierung der verschiedenen Hybridvesikel mit AFM sollten Informationen tber
eine mogliche Domaéanenbildung in den Membranen erhalten werden. AuRerdem gibt die
Methode Aufschluss Uber das Adsorptionsverhalten der Hybridvesikel iber einen Messzeitraum

von wenigen Stunden. Die Kinetik der Adsorption kann jedoch nicht verfolgt werden.

Als zu untersuchende Proben wurden reine Polymersomen (BCP100) als Referenz sowie
Polymer-Lipid-Hybridvesikel Probe (BCP90-Lip10) und Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel
Probe(BCP95-Chol5) ausgewadhlt. BCP90-Lip10 wurde zur Untersuchung ausgesucht, da bei
10 mol% Lipidanteil die beste Homogenitdt der Lipidverteilung erreicht wurde (siehe CLSM
Kapitel 5.2.2). BCP95-Chol5 war eine geeignete Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel Probe, da
weder mit Lichtstreuung, noch mit CLSM ein wesentlicher Unterschied zu hdheren
Cholesterinanteilen gezeigt werden konnte. Um die Hybridvesikelproben untereinander besser
vergleichen zu kénnen, wurde daher eine Probe mit niedrigem Cholesterinanteil ausgewahlt. Es
konnten bereits BCP100 und BCP90-Lip10 untersucht werden, wobei eine Abbildung von BCP95-

Chol5 noch folgen muss.

Abb. 5.39 zeigt das erhaltene Hohenprofil fiir reine PDMS-b-PMOXA-Polymersomen auf einem
Glimmerplattchen. In diesem Fall wurde Glimmer als Oberflache verwendet, da gezeigt wurde,
dass hier aufgrund einer groReren Hydrophilie der Oberflaiche Adsorption, Deformation und

Spreiten der Vesikel groRer ist als auf Silizium-Wafern.®
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Abbildung 5.39 Hohenprofil von PDMS-b-PMOXA Polymersomen auf Glimmer, weiBe Pfeile zeigen einzelne
Doppelschichten, weilR eingekreist ist ein Beispiel fiir ein Mitziehen der Probe durch den
Cantilever.



Ergebnisse und Diskussion

Die Aufnahme des Bildes erfolgte ca. zwei Stunden, nachdem die Vesikel auf das
Glimmerplattchen gegeben wurden, um eine geniligende Sedimentation und Adsorption sowie
ein Spreiten der Vesikel zu erreichen. Als Spreiten wird der Deformations-Prozess bezeichnet,
bei dem einzelne auf der Oberflache adsorbierte Vesikel erst stark deformiert werden und
schlieBlich aufplatzen und eine Doppelschicht ausbilden. In Abb. 5.39 ist zu erkennen, dass keine
homogene Doppelschicht ausgebildet wurde. Es sind jedoch einzelne gespreitete Vesikel
erkennbar (durch Pfeile markiert). Beim Aufplatzen der Vesikel kann es ebenfalls dazu kommen,
dass mehrere Doppelschichten (bereinander entstehen. Dies ist im Hohenprofil durch

entsprechend héhere Strukturen zu erkennen.

Ebenfalls in Abb. 5.39 erkennbar ist eine leichte Verzerrung der einzelnen adsorbierten bzw.
aufgeplatzten Vesikelstrukturen. Dies kommt durch ein Driften der Strukturen wahrend der
Messung zustande, da die Aufnahme eines Bildes ca. 25 min dauerte. Da auBerdem die Vesikel
ein relativ weiches Material darstellen, wurden an einigen Stellen die Membranen von der

Cantilever-Spitze mitgezogen (Beispiel mit Kreis markiert).

Zur Beurteilung der Membrandicke der einzelnen Doppelschichten wurde ein Histogramm

erstellt, welches die Verteilung der Hohe aller Bildpunkte zeigt (siehe Abb. 5.40).
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Abbildung 5.40 Verteilung der gemessenen Hohen aller Bildpunkte aus Abb. 5.39.
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Abb. 5.40 zeigt drei Peaks in der Haufigkeitsverteilung der Werte. Der erste Peak wird auf 0 nm
Hohe gesetzt, da dies der Glimmer-Oberflaiche entspricht. Der zweite Peak liegt
dementsprechend bei ca. 25 + 5 nm. Die ermittelten Werte liegen hier leicht Gber denen, die
mit cryo-TEM ermittelt wurden. Der Grund dafiir ist, dass im AFM die Wechselwirkung der
Cantilever-Spitze mit den Molekilen der Membran ausschlaggebend ist. Die Wechselwirkung
der Spitze mit der Membran findet offenbar bereits bei etwas gréBerer Entfernung statt, sodass

hier hohere Werte erhalten wurden.

Der dritte erkennbare Peak liegt bei ca. 50 + 5 nm, was genau die doppelte Dicke einer
einzelnen Membran ist. Dieser Peak kann also zwei ({bereinander liegenden
Blockcopolymermembranen zugeordnet werden. Dies bedeutet, dass die entsprechenden
Vesikel deformiert und kollabiert vorliegen, da aus dem Innenraum der Vesikel das

Losungsmittel (Wasser) bereits vollstandig entwichen ist.

Nach dem gleichen Verfahren wurde auch die Probe der Polymer-Lipid-Hybridvesikel untersucht.

Das erhaltene Hohenprofil ist in Abb. 5.41 dargestellt.
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Abbildung 5.41 Hohenprofil von Polymer-Lipid-Hybridvesikeln (BCP90-Lip10) auf Glimmer, weiBer Pfeil zeigt
einzelne Doppelschicht.

Es ist ein deutlicher Unterschied des Hohenprofils zu dem der reinen Polymersomen zu
erkennen. In dieser Probe erfolgte zwar eine Adsorption auf der Glimmer-Oberflache, jedoch
sind deutlich weniger Vesikel aufgeplatzt und gespreitet. Eine einzelne Doppelschicht wurde mit

einem Pfeil markiert. Auch die erkennbare Form der Vesikel deutet darauf hin, dass hier vor
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allem spharische Strukturen, d.h. zwar deformierte, aber noch intakte Vesikel vorliegen. Diese

Daten werden durch das entsprechende Histogramm der Hohenverteilung bestatigt (Abb. 5.42).

5000

4000

3000

Haufigkeit

2000

1000

0 20 40 60 80
Hoéhe / nm

Abbildung 5.42 Verteilung der gemessenen Hohen aller Bildpunkte aus Abb. 5.41.

Es ist zu erkennen, dass in der Haufigkeitsverteilung der Hohen nur ein Peak vorhanden ist.
Dieser Peak wird ebenfalls auf 0 nm gesetzt und entspricht der Glimmer-Oberflache. Die weitere
Hohenverteilung ist sehr homogen und es lassen sich keine Peaks fiir einzelne
Membranschichten feststellen. Der Anteil der Hohen, die genau der Glimmer-Oberflache
entsprechen, ist sehr viel hoher als fiir reine Polymersomen (siehe Abb. 5.40), was bedeutet,
dass eine wesentlich geringere Flache tatsachlich mit Vesikeln oder einzelnen Membranen

belegt ist.

Die Beobachtung, dass die Polymer-Lipid-Hybridvesikel nur sehr wenig gespreitet sind, war
unterwartet. Man wiirde erwarten, dass ein umgekehrter Effekt eintritt und die Hybridvesikel
sogar starker spreiten, da sie durch die Lipide positive Ladungen an der MembranaulRenseite
tragen, welche mit der negativ geladenen Glimmer-Oberfliche interagieren konnen.
Anscheinend ist jedoch die Wechselwirkung der Molekiile innerhalb der Membran so groR, dass

die Interaktion mit der Oberflache trotz verschiedener Ladungen nicht bevorzugt wird.

Moglicherweise andert sich dieses Verhalten jedoch nach langerer Zeit und auf anderen

Oberflachen.
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Bei der Abbildung der Probe konnten keinerlei Hinweise auf eine Bildung von Domanen
gefunden werden. Grofle Domadnen innerhalb eines Vesikels hatten unterschiedliche
Membraneigenschaften, wodurch sie moglicherweise auch im Ho6henprofil einer
monolamellaren Membran unterscheidbar gewesen wadren. Es ldsst sich jedoch nicht mit
absoluter Sicherheit sagen, ob keine Domanen vorliegen oder ob vorliegende Domanen
basierend auf Nano- und Subnano-Phasenseparation im Hohenprofil nicht zu unterscheiden

sind.
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5.3.3 Charakterisierung der Hybridvesikel mit SPR / EIS

Die Charakterisierung von Lipid- bzw. Polymer-Membranen auf Oberflaichen hat eine grolRe
Bedeutung fiir das Feld der Biosensorik.® Dort werden stabile Membransysteme gesucht, in die
Proteine als Sensoren eingelagert werden kdnnen. Diese Systeme sollen zum einen die Stabilitat
und zum anderen die physiologische Funktion der Proteine gewéhrleisten. Ublicherweise
werden Lipidmembranen fiir solche Systeme verwendet, deren entscheidender Nachteil jedoch
ihre begrenzte physikalische Stabilitat ist. Es treten auRerdem meist Defekte auf, die die Qualitat
dieser Membranen erheblich mindern. Daher ist es aufgrund der hohen physikalischen Stabilitat
von Polymer-basierenden Membranen interessant das Verhalten der Hybridvesikel bei der

Membranbildung genauer zu charakterisieren.

Mithilfe der Oberflaichenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) in Kombination mit der
elektrochemischen Impedanzspektroskopie (EIS) kann die Adsorption von Hybridvesikeln sowie
die Bildung einer Membran-artigen (im besten Fall monolamellaren) Schicht auf einer
Metallelektrode (hier Gold) verfolgt werden. Da fiir die Berechnung der aus beiden Methoden
ermittelten Parameter (iber eine gewisse Flache gemittelt werden muss, kénnen allerdings
lokale Effekte wie Domanenbildung nicht detektiert werden. Mit Hilfe von SPR kann bei
bekannter Schichtdicke der gebildeten Membran (die in diesem Fall aus cryo-TEM

Untersuchungen bekannt ist) auerdem deren Brechungsindex bestimmt werden.

Mittels AFM wurden ebenfalls Adsorptionsprozesse untersucht. Die SPR Methode hat allerdings

den Vorteil, dass die Kinetik des Systems einfacher untersucht werden kann.

Es wurden reine PDMS-b-PMOXA-Polymersomen als Referenz (Daten hier nicht gezeigt) sowie

die Proben BCP90-Lip10 und BCP95-Chol5 untersucht.

Zunachst sind die Ergebnisse der Untersuchung der Polymer-Lipid-Hybridvesikel dargestellt.
Wahrend des Vorgangs der Adsorption und der Membranbildung wurde der Winkel der
Plasmonenresonanz kinetisch verfolgt (siehe Abb. 5.43). Zudem wurde vor (Scan A) und nach
Aufnahme der Kinetik (Scan B) ein vollstindiger Winkel-Scan aufgezeichnet (siehe Inset Abb.

5.43).

Die Kinetik zeigt eine sofortige deutliche Steigung des Plasmonenresonanzwinkels nach Zugabe
der Hybridvesikel, was auf eine Anderung des Brechungsindex nahe der Oberfliche hinweist
(siehe Abb. 5.43). Dies wird durch die Adsorption der Hybridvesikel hervorgerufen. Ca. 1000 min

nach der Zugabe der Vesikel erfolgt keine weitere Anderung des Plasmonenwinkels. Insgesamt
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verschiebt sich der Plasmonenresonanzwinkel von 56,7° auf 59,3°. Der kinetische Verlauf weist

bei etwa 150 min einen Knick auf und die Steigung der Kurve fallt sukzessive ab, bis die

Sattigung erreicht wird. Die Form dieser kinetischen Verfolgung konnte in weiteren Messungen

reproduziert werden. Die Tatsache, dass in der Kinetik zwei Zeitkonstanten beobachtet werden,

konnte darauf hinweisen, dass auf eine rasche Adsorption der Vesikel, die nach 150 min

abgeschlossen scheint, das etwas langsamere Auffiillen der Licken durch Vesikelfragmente

folgt. Auch das Spiilen der Probenkammer mit PBS-Puffer hat keine Anderung mehr zur Folge.

Dies deutet darauf hin, dass sich eine sehr stabile Schicht ausgebildet hat, die (iber mehrere

Tage beobachtet wurde und wahrend dieser Zeit ihre Stabilitat beibehielt.
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Abbildung 5.43 Zeitlicher Verlauf des Plasmonenresonanzwinkels nach Zugabe von Polymer-Lipid-Hybridvesikeln -
Inset: Vergleich zweier Winkel-Scans vor Zugabe der Polymer-Lipid-Hybridvesikel (Scan A, schwarz)

und im statischen Zustand nach Schichtbildung auf der Oberfldche (Scan B, blau).

Die Adsorption von Hybridvesikeln auf der Goldoberflache beginnt in dieser Probe wesentlich

schneller als bei reinen Polymersomen (Beginn erst bei ca. 500 min nach Vesikelzugabe - Kinetik
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hier nicht gezeigt). Ebenfalls ist die komplette Ausbildung der Membran schneller beendet (bei
reinen Polymersomen erst nach ca. 1500 min). Dies bedeutet, dass die Polymer-Lipid-
Hybridvesikel eine hoéhere Affinitdt zur Goldoberfliche zeigen, was moglichweise an den

Ladungen der Lipid-Kopfgruppen liegt.

Da die Anderung des Plasmonenresonanzwinkels proportional zur der Dicke der adsorbierten
Schicht und zum Brechungsindex ist, kann aus diesen Winkel-Scans einer der beiden Parameter
ermittelt werden. Dazu wird ein Winkel-Scan modelliert und an die gemessenen Daten
angepasst. Die bekannten Parameter wie z.B. die Dicke der Goldschicht werden dabei fixiert und
die unbekannten GrolRen iteriert. Der Brechungsindex eines Mediums hdngt folgendermalen

mit der entsprechenden Dielektrizitdtskonstante € zusammen:

e=¢+ig" (komplexe Dielektrizitdtskonstante) (5.2)
g =n?—k? (Realteil der Dielektrizitdtskonstante) (5.3)
" =2kn (Imaginarteil der Dielektrizitdtskonstante) (5.4)

wobei n der Realteil und k der Imaginarteil des Brechungsindex ist. Die Parameter fir das
Referenzsystem ohne Membran (Schichtdicken fiir Chrom und Gold) wurden aus dem
entsprechenden Winkel-Scan vor der Membranbildung erhalten. Diese GréRen wurden dann
Ubertragen und fixiert, als das Modell an den Scan B angepasst wurde. In dieser Auswertung
wurden dann nur noch &’ sowie £”’ der gebildeten Membran iteriert. Die Schichtdicke wurde als
bekannt vorausgesetzt (siehe cryo-TEM Kapitel 5.3.1) und ebenfalls fixiert. Die anderen

[65]

Dielektrizitdtskonstanten wurden der Literatur™™ entnommen und leicht variiert. In Tabelle 5.8

sind die erhaltenen Parameter aufgelistet.

Tabelle 5.8 Fitparameter fiir Plasmon mit adsorbierter Schicht auf der Goldoberfldche.

Schicht Schichtdicke d / nm g g’
Prisma 0 3,4 0
Chrom 2,67 —4,039 17,8
Gold 50,25 —13,2073 1,373
Organische Schicht 18,0 2,17 0

PBS-Puffer 0 1,773 0
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Die so modellierten bzw. angepassten Winkel-Scans weichen leicht von den experimentellen
Daten ab. Dies kann von Verunreinigungen in der Goldschicht sowie in der Probe kommen. Zwar
wurde ein Cyclovoltamogramm aufgenommen, um Verunreinigungen auf der Goldoberflache zu
entfernen, es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Probe weitere
Verunreinigungen enthielt. Eine weitere Verunreinigungsquelle kann der Bedampfer sein, da
dieser auch zum Aufdampfen von Silber-Schichten benutzt wurde. Evtl. enthielt daher die
Goldschicht geringe Anteile Silber. Die Abweichungen von Scan B kdnnen auBerdem durch

Streueffekte der Vesikel in der iberstehenden Losung hervorgerufen worden sein.

Die erhaltenen Real- und Imaginarteile der Dielektrizitdtskonstante der organischen Schicht
kdnnen entsprechend den Gleichungen (5.2) — (5.4) in den Brechungsindex umgerechnet

werden. Flr den Imaginarteil k des Brechungsindex gilt fiir organische Schichten k = 0.

Man erhélt fir den Brechungsindex n = 1,473. Der Wert erscheint sinnvoll, da zwar keine
Literaturwerte fiir PDMS-b-PMOXA oder Mischungen aus PDMS-b-PMOXA und DMPC bekannt
sind, der Wert fur reines PDMS aber bei n?®> = 1,430 Iiegt.[“]’[eﬂ Da der Hauptbestandteil der
Membran PDMS ist und sich der Brechungsindex additiv zusammensetzt, ist der ermittelte Wert

realistisch.

Die EIS konnte dariiber hinaus Auskunft (ber die Entwicklung der elektrochemischen
Eigenschaften und damit der Qualitat der Membran geben. Es wurden EI-Spektren gemessen
und anschlieBend gemaR der Literatur®® das in Abb. 5.44 gezeigte Aquivalentschaltbild an die

Daten angepasst.
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Abbildung 5.44 Aquivalentschaltbild (rechts) fiir das untersuchte Membransystem (links schematisch) auf einer
Goldoberfliache.
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Die adsorbierte Schicht wird modellhaft durch eine Parallelschaltung aus einem ohmschen
Widerstand Rgchiche Und einem konstanten Phasenelement CPEgqphiche dargestellt. Da solche
Membransysteme immer Defekte und Inhomogenitdten enthalten, kénnen sie statt durch eine
einzige ideale Kapazitat durch eine Naherung von mehreren Kapazitdten in Reihe, ndmlich einem

[69]

CPE, naherungsweise beschrieben werden. Der Puffer wird durch einen ohmschen

Widerstand Rpyfrer beschrieben.

Die erhaltenen Impedanzspektren sind in Abb. 5.45 gezeigt. In der Bode- und Admittanz-
Auftragung (Abb. 5.45 A, B respektive) werden die gemessenen Daten, sowie die angepassten

Modelldaten dargestellt um die Qualitat des Modells zu demonstrieren.
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Abbildung 5.45 A: Bode-Auftragung der Daten fiir BCP90-Lip10, B: Admittanz-Auftragung der Daten
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Die erhaltenen Parameter der zugehdrigen Fits sind in Tabelle 5.10 gezeigt. In Abb. 5.45 |&sst
sich erkennen, dass das angepasste Modell entsprechend dem ausgewdhlten
Aquivalentschaltkreis das System sehr gut beschreibt. Es wird fiir den Membranwiderstand
Rschicht = 28,6 MQ - cm? erhalten. Aus den Fitparametern Rpygfer, @ und n ldsst sich auRerdem

die Kapazitat C der gebildeten organischen Schicht nach Gleichung (5.5) bestimmen:®

1
C= (Q ’ RPuffer(l_n)) /o (5.5)

2 erhalten. Die ermittelte

So wird fiir die adsorbierte Schicht ein Wert von € = 2,5 uF - cm™
Kapazitat ist proportional zur Dielektrizitdtskonstante & der gebildeten Schicht. Da Vesikel auch
Wasser (¢ = 80) enthalten und damit bei Einschluss unter der Membrandecke (¢ = 2) die
Kapazitat erheblich erhéhen wiirden, kann aufgrund der niedrigen gemessenen Kapazitdt davon
ausgegangen werden, dass nur sehr wenige kleinere Vesikel unter der Membran eingeschlossen
wurden. Dies galt jedoch nur fiir Proben, die vor Extrusion mit Ultraschall behandelt wurden. Fir

Proben, die nicht mit Ultraschall behandelt wurden, wurden hohere Kapazitaten erhalten.

Die ermittelte Kapazitit liegt sehr nah an den aus der Literatur”® bekannten Werten fiir typische
Lipid-Doppelschichten. Es wurden in der Literatur bereits Blockcopolymermembranen auf
Oberflachen beschrieben, die jedoch eine wesentlich hohere Kapazitat aufwiesen.””! Der hier
erhaltene Wert ldsst den Schluss zu, dass es sich bei der adsorbierten organischen Schicht um
eine monolamellare Membran aus Blockcopolymer- und Lipid-Molekiilen handelt, die auRerdem

eine sehr hohe Homogenitat (wenige Defekte) aufweist.

Die gleichen Messungen wurden ebenfalls fir die Probe BCP95-Chol5 mit 5 mol%
Cholesterinanteil durchgefihrt. Die erhaltene Kinetik der Adsorption an der Goldoberflache ist in

Abb. 5.46 gezeigt.
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Abbildung 5.46 Zeitlicher Verlauf des Plasmonenresonanzwinkels nach Zugabe von Polymer-Cholesterin-
Hybridvesikeln.

Diese Kinetik zeigt ebenfalls einen sofortigen Anstieg des Plasmonenresonanzwinkels. Dies
bedeutet, dass hier ebenfalls eine Adsorption der Hybridvesikel stattfand. Auch hier sind wurden
zwei Zeitkonstanten beobachtet, was auf ein ahnliches Adsorptionsverhalten wie das der
Polymer-Lipid-Hybridvesikel hindeutet. Insgesamt anderte sich der Plasmonenresonanzwinkel
von 56,5° auf 59,0°. Dies entspricht der Anderung des Plasmonenresonanzwinkels bei der
Aufnahme der Kinetik von BCP90-Lip10. Der Verlauf der Kinetik konnte ebenfalls reproduziert

werden.

Vergleicht man den Verlauf der Kinetik mit der der Probe BCP90-Lip10, so ist in Abb. 5.46 zu
erkennen, dass hier 1000 min nach Zugabe der Vesikel die Adsorption noch nicht vollstandig
abgeschlossen war. Der Plasmonenresonanzwinkel zeigte erst nach ca. 1500 min keine
Anderung mehr. Dies deutet darauf hin, dass die Affinitdt der Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel
zu Goldoberflachen etwas geringer ist als die von Polymer-Lipid-Hybridvesikeln. Ein Grund dafur
kénnte sein, dass die  Polymer-Cholesterin-Membran  wie auch die reine

Blockcopolymermembran keine Ladungen auf der Oberflache tragt.
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Auch bei dieser Probe ist zu beobachten, dass ein Spllen der Flissigzelle mit Puffer kein Ablésen
der Schicht zur Folge hatte. Es wurde also eine (iber mehrere Tage sehr stabile Schicht

ausgebildet.

Die aufgenommenen Winkelscans fur diese Probe sind nicht gezeigt, da bei der Aufzeichnung
der Scans ein Fehler aufgetreten ist. Daher konnten keine Informationen lber eine mogliche
Schichtdicke oder den Brechungsindex der adsorbierten Schicht erhalten werden. Lediglich die
aus der Kinetik beobachtete Anderung des Plasmonenresonanzwinkels deutet daraufhin, dass

die Dicke der adsorbierten Schicht fir beide Proben in etwa gleich ist.

Auch hier wurden nach einer vollstiandigen Ausbildung der Schicht EI-Spektren aufgenommen,
um die Qualitadt der ausgebildeten Membran zu bestimmen. Es wurde ebenfalls der in Abb. 5.44
gezeigte Aquivalentschaltkreis an die Daten angepasst. Abb.5.47 zeigt die erhaltenen

Impedanzspektren sowie die angepassten Modelldaten.
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Abbildung 5.47 A: Bode-Auftragung der Daten fiir BCP95-Chol5, B: Admittanz-Auftragung der Daten.
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Wie in Abb. 5.47 zu erkennen ist, entspricht in beiden Auftragungen das angepasste Modell sehr
gut den experimentellen Daten. Dies bedeutet, dass das Modell des Aquivalentschaltkreises hier

ebenfalls zutrifft.

Man erhélt einen Membranwiderstand von Rgcpicht = 49,5 MQ - cm?. Die Kapazitat wird auch
hier nach Gleichung (5.5) berechnet. Man erhilt fir die ausgebildete Schicht eine Kapazitdt von

C = 2,8 uF - cm™2. Auch dieser Wert liegt im Bereich von typischen Lipidmonolagen.

Es kann also auch hier davon ausgegangen werden, dass eine homogene monolamellare
Membran auf der Goldoberflache adsorbiert wurde, die aus Blockcopolymeren und Cholesterin
besteht. Die ermittelte Kapazitdt dieser Probe ist der flir BCP90-Lip1l0 sehr &hnlich, was
bedeutet, dass beide Membranen sehr wenige Defekte aufweisen. Ebenfalls wurde eine derart
niedrige Kapazitdt nur fir Proben beobachtet, die vor Extrusion mit Ultraschall behandelt
wurden. Es kann ebenfalls fast vollstandig ausgeschlossen werden, dass kleine Vesikel unter der
Membran eingeschlossen waren, was bedeutet, dass eine Behandlung mit Ultraschall die Bildung

von , pregnant vesicles” (siehe Kapitel cryo-TEM) in allen untersuchten Proben reduziert hat.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die gebildeten Membranen beider Proben auf einer
Goldoberflache eine sehr hohe Qualitat aufweisen. Sie haben nur wenige Defekte, hohe
Membranwiderstande und weisen eine besonders gute Stabilitdt sowohl liber Zeit als auch beim
Spulen mit Puffer auf. Damit ist gezeigt, dass sich die Membranen der Hybridvesikel durchaus als
Alternative zu reinen Lipidmembranen auf Oberflachen eignen. Es bleibt jedoch die Frage offen,
ob sich Proteine in diese Membranen einlagern lassen und in der Membran weiterhin

funktionstlichtig bleiben.
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5.3.4 Bestimmung der Zeta-Potentiale

Die Zeta-Potentiale ({-Potentiale) der Hybridvesikel wurden bestimmt, um die Ladung der

Membranoberflachen zu kontrollieren. Die erhaltenen Messwerte sind in Tabelle 5.9 gezeigt.

Tabelle 5.9 Zeta-Potentiale der Hybridvesikel und DMPC Liposome in Wasser bei 25 °C

Probe {-Potential bei 25 °C / mV
BCP90-Lip10 +32+0,3
BCP50-Lip50 +26+0,3

Lip100 -9+40,1
BCP95-Chol5 +3510,3

BCP50-Chol50 +31+0,3

Das Zeta-Potential von reinen PDMS-b-PMOXA-Polymersomen ist aus der Literatur bekannt und
betragt +31 + 0,3 mV.P®! Erwartungsgemal liegen die Zeta-Potentiale der Proben BCP90-Lip10,
BCP95-Chol5 und BCP50-Chol50 nah an diesem Wert. Da Cholesterin ungeladen ist, sollte es das
Zeta-Potential der Vesikel nur wenig beeinflussen. Der Zusatz von DMPC bewirkt bei hohen
Anteilen (50 mol%) eine Senkung des Zeta-Potentials, da das Zeta-Potential von reinen DMPC-
Liposomen negativ ist. Dies bestatigt zusatzlich, dass sich die Membranoberflache im Vergleich

zu reinen PDMS-b-PMOXA-Polymersomen verandert hat.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Polymer-Lipid- sowie Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel Gber
die Film-Hydratations-Methode hergestellt und mit verschiedenen analytischen Methoden
charakterisiert. Es zeigte sich zunachst in der Lichtstreuung, dass die hergestellten Strukturen
kugelférmigen Teilchen entsprechen, was bedeutet, dass tatsachlich Vesikel gebildet wurden.
Die aus der Lichtstreuung ermittelten GréRen lagen sowohl fir Polymer-Lipid-Hybridvesikel als
auf fiir Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel im vorher angestrebten und durch Extrusion
eingestellten Bereich von ca. 200 nm im Durchmesser. Es konnte aullerdem festgestellt werden,
dass die gebildeten vesikuldaren Strukturen in ihrer Grof3e liber einen Zeitraum von mehr als vier

Wochen stabil waren.

Mithilfe von Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei den gebildeten vesikuldren Strukturen tatsachlich

um Hybridvesikel handelte und keine phasenseparierten Spezies gleicher GréRe vorlagen.

Bereits durch die Ergebnisse der Lichtstreuuntersuchungen liel sich aufgrund der GrofRe und des
apparenten Molekulargewichts vermuten, dass der Zusatz von Cholesterin zu den
Blockcopolymeren eine dichtere Packung der Molekiile innerhalb der Membran verursacht.
Diese Vermutung wurde in der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie bestatigt und genauer
differenziert, da ein Teil der gebildeten Vesikel einen sehr hohen Cholesterinanteil zeigte.
Allerdings liel sich hier nicht eindeutig klaren, ob innerhalb der Hybridvesikel eine Bildung von
Domaénen stattfand, da dazu die Auflosung des Mikroskops nicht ausreichte. Es wurde allerdings
sichtbar, dass bei den Polymer-Lipid-Hybridvesikeln anscheinend eine Sattigungsgrenze

beziiglich des Lipidanteils existiert, die zwischen 50 und 90 mol% Lipidanteil liegt.

Weiterhin bestdtigt wurde eine dichtere Packung der Molekille in Polymer-Cholesterin-
Hybridvesikelmembranen durch die Untersuchung mit kryogener Transmissions-
elektronenmikroskopie. Es wurde festgestellt, dass die Membrandicke in diesen Vesikeln im
Vergleich zu reinen Polymersomen deutlich abnahm (von 17,1 nm auf 13,3 nm). In Polymer-
Lipid-Vesikeln war dies nicht zu beobachten, was darauf schlieRen liel3, dass die Interaktionen
der einzelnen Molekiile miteinander in deren Membranen deutlich schwacher sind. Es wurden
auBerdem mittels cryo-TEM fiir beide Arten von Hybridvesikeln keinerlei Anzeichen auf eine

Bildung von Domanen mit geringerer Membrandicke gefunden.
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Die Untersuchungen mit Rasterkraftmikroskopie und SPR/EIS gaben Aufschluss uber
verschiedene Membraneigenschaften der Hybridvesikel. Die Rasterkraftmikroskopie-
Untersuchungen zeigten, dass Polymer-Lipid-Hybridvesikel zwar genauso wie reine
Polymersome auf Glimmer-Oberflachen adsorbierten, jedoch trotz sich anziehender Ladungen
von Membran und Glimmer eine wesentlich geringere Tendenz zum Spreiten aufwiesen. Dieser

Effekt wird auf eine veranderte Strukturbildung innerhalb der Membran zuriickgefihrt.

Mit SPR war wiederrum zu beobachten, dass die Hybridvesikel eine hohere Affinitat zur
Adsorption an Goldoberflachen besalien als reine Polymersome. Hier wurden in allen Proben
einheitliche monolamellare Membranen auf der Oberflache erhalten, was durch die ermittelten
Kapazitaten der gebildeten Membranen bestatigt wurde. AuBerdem konnte fir die Membran
der Polymer-Lipid-Hybridvesikel ein Brechungsindex von n = 1,473 ermittelt werden. Die
gebildeten Membranen sind durchaus geeignet, im Bereich der Biosensorik eingesetzt zu

werden, da sie die Bedingung einer hohen Stabilitat erfillen.

Es ist also erstmals gezeigt worden, dass Hybridvesikel aus Blockcopolymeren und Lipiden bzw.
Cholesterin Uber die Film-Hydratationsmethode im Nanometerbereich hergestellt werden
kénnen. Die gebildeten vesikuldaren Strukturen geben keinen Hinweis auf Domanenbildung
aufgrund von Nano- oder Subnano-Phasenseparationen. AulRerdem konnten die hergestellten
Hybridvesikel weitgehend charakterisiert werden, was wichtige Informationen fir die

Verwendbarkeit als Membranmodellsysteme liefert.
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Eine weitere detailliertere Untersuchung der Eigenschaften von Hybridvesikeln im

Nanometerbereich ist notwendig.

Zunachst sollte mithilfe der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie quantifiziert werden, wie hoch
der Anteil der Hybridvesikel in den weiteren nicht untersuchten Proben (50 und 90 mol%

Lipidanteil, sowie 50 mol% Cholesterinanteil) ist.

Es sollten weiterhin vor allem mit konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie mehrere
unterschiedliche Zusammensetzungen der Hybridvesikel untersucht werden, da in dieser Arbeit
exemplarisch nur drei verschiedene Lipidanteile sowie zwei verschiedene Cholesterinanteile
behandelt wurden und sich diese Methode am besten zur Visualisierung der Verteilung der
einzelnen Komponenten eignet. Dies wirde aufkldaren, ab welchem Anteil der jeweiligen

Komponente tatsachlich ein Sattigungsverhalten auftritt.

Zusatzlich misste die Charakterisierung der Hybridvesikel mit cryo-TEM vervollstandigt werden
(Untersuchung der Probe mit 50 mol% Lipidanteil), um eine gesicherte Information Uber den

Einfluss des Lipidanteils auf die Membrandicke von Polymer-Lipid-Hybridvesikeln zu erhalten.

Weiterhin miissen die Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel mit Rasterkraftmikroskopie untersucht
werden. Zusatzlich kénnen Aussagen (iber die mechanischen Eigenschaften der Vesikel erhalten
werden, indem Kraftkurven intakter Vesikel aufgenommen werden. Dafiir wurde von Max
Bernhardt (MPIP Mainz, Deutschland) bereits eine auf einer Dendrimer-funktionalisierten
Oberflache basierende Methode entwickelt, die es verhindert, dass Vesikel bei der Adsorption
auf Oberflachen deformiert werden. Informationen (iber die Fluiditat und Elastizitat der
gebildeten Membranen sind essentiell fiir eine weitere Verwendung der Hybridvesikel als
Modellsystem und fiir die Bewertung des Einflusses von verschiedenen Lipid- und

Cholesterinanteilen.

Da mithilfe von SPR kein Brechungsindex fiir Polymer-Cholesterin-basierende Membranen
bestimmt werden konnte, sollte diese Untersuchung wiederholt werden. Informationen lber

den Brechungsindex kénnten fiir eine weitere Charakterisierung sehr hilfreich sein.

Flir einen Einsatz der Hybridvesikelmembranen auf Oberflichen in der Biosensorik musste
weiterhin getestet werden, ob sich Proteine einlagern lassen und diese dort ihre physiologische

Funktion beibehalten.
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Die Informationen Uiber die innere Struktur der gebildeten Hybridvesikel-Membranen sind trotz
vieler Untersuchungen nicht ausreichend. Hier missten weitere Experimente mit anderen
Analysemethoden klaren, ob tatsachlich eine homogene Verteilung der Molekiile innerhalb der
Membran vorliegt, oder ob es entgegen aller Indizien zur Ausbildung verschiedener Domanen

kommt.

Sobald eine ausreichende Charakterisierung der Hybridvesikel erfolgt ist, eignen sie sich als
Modellsystem fiir verschiedene Membran-assoziierte Prozesse. Zum Beispiel kann die
Interaktion mit Nanopartikeln untersucht und diese mit reinen Polymersomen verglichen
werden. So kdnnte man Aufschluss lber den Einfluss der Heterogenitdt der Membran auf
Transmembran-Transportprozesse erhalten. Weiterhin kdnnen diese Systeme weiterentwickelt

werden und so beispielsweise der Einfluss des Cytoskeletts detailliert untersucht werden.
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