Passive Aufnahme von Partikeln durch
Lipidvesikel in Theorie und Experiment

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
Dr. rer. nat

eingereicht an der
Mathematisch-Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultat
der Universitat Augsburg

von
Florian Georg Strobl

Augsburg, Februar 2022

Universitat
Augsburg
University



1. Gutachter: Prof. Dr. Achim Wixforth
2. Gutachter: Prof. Dr. Matthias F. Schneider

Tag der miindlichen Prifung: 30.03.2022



Zusammenfassung

Die Aufnahme von Makromolekiilen und Partikeln durch biologische Mem-
branen ist ein grundlegender Prozess in lebenden Systemen. Ein prominentes
Beispiel fiir solche Aufnahmeprozesse ist die Endozytose, bei der die aufge-
nommene Fracht von der Membran umschlossen wird. Im Allgemeinen wird
angenommen, dass diese Prozesse durch Membranproteine gesteuert werden
und Energie verbrauchen. Die ubiquitdre Grundstruktur solcher Membra-
nen ist jedoch die Lipiddoppelschicht. Diese Arbeit beschéftigt sich deshalb
mit der Frage, inwieweit endozytosedhnliche Prozesse bereits durch reine
Lipidmembranen abgebildet werden konnen.

Zunachst werden wichtige theoretische Grundlagen zur Physik von Li-
pidmembranen zusammengefasst und biologische Beispiele fiir Partikelauf-
nahmeprozesse in der Biologie besprochen.

Anschlieftend wird zunéchst experimentell gezeigt, dass Lipid-Riesenvesikel,
die ein haufig verwendetes Modell fiir Zellmembranen sind, unter geeigneten
Bedingungen zu einer massiven Partikelaufnahme féhig sind. Bei diesem
Prozess werden die Partikel von Membran umbhiillt und im Vesikelinneren
angereichert.

Ein einfaches aus bestehenden Erkenntnissen zu Partikel-Membran-Wechsel-
wirkungen abgeleitetes numerisches Modell liefert ein phéanomenologisches
Phasendiagramm von moglichen Aufnahmemodi, das unter anderem eine
unlimitierte Aufnahme mit den beobachteten Eigenschaften umfasst. Deren
Grenzen werden in erster Linie durch die elastischen Eigenschaften der Mem-
bran, die Partikelgrofe und die Adhésionsstéirke bestimmt. Die Vorhersagen
dieses Modells werden im experimentellen Hauptteil der Arbeit mit Befunden
verglichen, bei denen eben diese Grofen variiert wurden. Eine Verfeinerung
des Modells, die auch die Porenbildung in Lipidmembranen beriicksichtigt,
liefert schlieklich Vorhersagen, die auch quantitativ mit den experimentellen
Beobachtungen in Einklang stehen.

Die mechanischen Eigenschaften von Lipidmembranen werden mafsgeblich
durch deren thermodynamischen Zustand bestimmt. Daher beschéftigt sich
der zweite Teil der Arbeit mit thermodynamischen Einfliissen auf den mo-
dellierten Aufnahmeprozess. Es wird gezeigt, dass Zustandsédnderungen der
Membran prinzipiell die Aufnahme gezielt steuern konnen, was zum einen eine
wichtige Erkenntnis fiir das Verstédndnis biologischer Aufnahmeprozesse liefert
und zum anderen hoch relevant bei der Entwicklung von pharmazeutischen
Partikeln sein kann.

Abschliefsend werden in zwei Ausblicken erste Versuche zu méoglichen Mo-



dellsystemen beschrieben, die fiir physikalische Untersuchungen von Trans-
portprozessen in lebenden Systemen geeignet scheinen. Zellen der Armleuch-
teralge Chara australis sind experimentell extrem leicht zugénglich und eignen
sich hervorragend fiir die Untersuchung von Erregungsphénomenen der Zell-
membran bei Verdnderung ihres thermodynamischen Zustands. Menschliche
Endothelzellen unter Fluss sind wiederum ein anwendungsnahes Modellsystem
fiir die Aufnahme von Partikeln in den menschlichen Korper.



Abstract

The uptake of macromolecules and particles by biological membranes is a
fundamental process in living systems. A prominent example of such uptake
processes is endocytosis, in which the ingested cargo is enclosed by the mem-
brane. In general, these processes are thought to be controlled by membrane
proteins and energy consuming. However, the ubiquitous basic structure
of such membranes is the lipid bilayer. This work therefore addresses the
question to what extent endocytosis-like processes can already be found in
pure lipid membranes.

First, important theoretical basics on the physics of lipid membranes are
summarized and examples of particle uptake processes in biology are discussed.

It is first shown experimentally that lipid giant vesicles, which are a common
model systems for cell membranes, are capable of massive particle uptake
under suitable conditions. In this process, particles are enveloped by membrane
and accumulated in the vesicle interior.

A simple numerical model derived from existing knowledge on particle-
membrane interactions provides a phenomenoligical phase diagram of possible
uptake modes, including unlimited uptake with the observed properties. Its
limits are determined primarily by the elastic properties of the membrane,
particle size, and adhesion strength. The predictions of this model are com-
pared in the experimental main part of this thesis with findings in which
those quantities were varied. Finally, a refinement of the model that also
accounts for pore formation in lipid membranes yields predictions which are
also quantitatively consistent with the experimental observations.

The mechanical properties of lipid membranes are largely determined by
their thermodynamic state. Therefore, the second part of the thesis deals
with thermodynamic influences on the modeled uptake process. It is shown
that changes in the state of the membrane can in principle control the uptake,
which on the one hand provides an important finding for the understanding
of biological uptake processes and on the other hand can be highly relevant
for the development of pharmaceutical particles.

Finally, two outlooks describe initial experiments on model systems which
seem suitable for physical studies of transport processes in living systems.
Cells of the stonewort alga Chara australis are easily accessible in experiments
and are ideally suited for the study of excitation phenomena of cell membranes
under thermodynamic state changes. In turn, human endothelial cells under
flow are an application-oriented model system for the uptake of particles into
the human body.
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1. Motivation und Grundlagen

Betrachtet man die zellbiologische Fachliteratur, so erkennt man schnell, dass
viele grundlegende Ablédufe in biologischen Zellen héufig im Rahmen eines
sehr mechanistischen Bildes erklart und Funktionen bestimmten Molekiilen
oder ,Bauteilen” zugeordnet werden. Problematisch ist dabei, dass diese Her-
angehensweise dazu fiihren kann, dass hochkomplexe Systeme gedanklich und
experimentell in Einzelteile zerlegt werden, denen dann jeweils bestimmte
Teilfunktionen zugeschrieben werden. Die Gefahr hierbei ist, dass Vorgan-
ge, die eigentlich sehr universeller Natur sind, plotzlich unwiderruflich mit
spezifischen molekularen Gegebenheiten verbunden werden und tatséchlich
zugrundeliegende Gesetzméfigkeiten, die von der Gesamtheit des biologischen
Systems (z.B. der Zelle) getragen werden, iibersehen oder fehlinterpretiert
werden.

Hier soll aber der Versuch unternommen werden, die Zellmembran, bzw.
biologische Membranen ganz allgemein, moglichst universell als thermody-
namische Systeme zu betrachten. Um ihre physikalische Beschreibung zu
erleichtern, ist es sinnvoll, ein Modellsystem zu verwenden, das noch die
relevante Grundstruktur biologischer Membranen représentiert, aber in sei-
ner Komplexitat deutlich reduziert ist. Die Lipiddoppelschicht ist einerseits
allen biologischen Membranen gemein und andererseits einfach genug um
sie von einer allgemeinen physikalischen Perspektive aus zu beleuchten. Thre
Eigenschaften bestimmen mafsgeblich wichtige mechanische Eigenschaften
biologischer Membranen, wie deren Biegesteifigkeit oder Flachenelastizitét
[1]. Die reiche Landschaft thermodynamischer Zustdnde von Lipidmembranen
fiihrt dartiber hinaus dazu, dass diese und andere Eigenschaften nicht statisch
sind, sondern stark von den Umgebungsbedingungen der Membran abhéngen.
Dass Phaseniibergange und Phasenseparationen innerhalb von Lipidmem-
branen eine wichtige Rolle bei biologischen Prozessen spielen kénnen, ist
mittlerweile allgemeiner Konsens. Trotz alledem ist die tragende Rolle von
Lipiden bei biologischen Prozessen nicht immer gut untersucht. In dieser Ar-
beit soll dazu ein kleiner Beitrag zu einzelnen biologischen Prozessen geleistet
werden. Zunéchst sollen dafiir jedoch einige theoretische Grundlagen gelegt
werden, wobei auf Ausziige aus [2] zuriickgegriffen wird.
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1. Motivation und Grundlagen

1.1. Lipidmembranen

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, bilden Lipiddoppelschichten das
Grundgeriist aller Biomembranen. Im Folgenden sollen wichtige Aspekte
dieser Strukturen erortert werden. Die Beschreibung orientiert sich an einem
Buch von Thomas Heimburg [3], das als Ubersicht iiber das Thema empfohlen
sei.

1.1.1. Phospholipide

Alle Lipide sind mehr oder weniger amphiphil. Thre Struktur wird im We-
sentlichen durch eine hydrophile Kopfgruppe und einen Bereich hydrophober
Kohlenstoftfketten bestimmt. Phospholipide stellen den grofiten Anteil an
Lipiden in biologischen Membranen. Ihr Riickgrat bildet eine Glycerolgruppe,
deren beiden ersten Kohlenstoffatome {iber Ester-Bindungen mit Fettsduren
verkniipft sind. Die Kopfgruppe enthélt eine Phosphatgruppe, die an die
dritte Position des Glycerins gebunden ist. Das mittlere Kohlenstoffatom
bildet ein Chiralitdtszentrum.

Abbildung 1.1. [Ubernommen aus [4]] DPPC:

Das in unseren Versuchen am haufigsten verwendete Lipid ist ein Beispiel fiir ein Phos-
pholipid mit zwei identischen Fettsdureresten. Die Ketten haben eine Lange von 16
C-Atomen und sind vollstandig gesattigt.

Die Fettsauren konnen sich in Lange und Séttigung unterscheiden und

bestimmen so mafigeblich die sterische Gestalt der Lipide. Auch die Kopfgrup-
pen koénnen sich unterscheiden. In der Natur spielen z.B. negativ geladene
Serin—Kopfgruppen eine wichtige Rolle.
Das Mengenverhaltnis verschiedener Lipide ist sowohl von Lebewesen zu
Lebewesen als auch von Zelltyp zu Zelltyp sehr unterschiedlich und passt sich
standig an die jeweiligen Umweltbedingungen (Temperatur, pH, Salzkonzen-
tration) an.
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1.1. Lipidmembranen

1.1.2. Die Bildung von Vesikeln

Aufgrund ihrer grofen hydrophoben Anteile weisen Lipide nur eine sehr geringe
Loslichkeit in Wasser auf und kommen als geloste Monomere nur bis zu einer
kritischen Konzentration von 1071? M vor. Wird diese iiberschritten, bilden
sich sphéarische Mizellen. Steigt die Lipidkonzentration weiter an, verdndern
die Mizellen ihre Struktur und formen schliefllich Lipiddoppelschichten.

In planarer Form ware dies eine energetisch dufierst ungiinstige Konfiguration
mit grofser Linienspannung. Deshalb schliefsen sich die Doppelschichten, wie
in Abbildung 1.2 skizziert, zu geschlossenen Vesikeln zusammen.

\L _
ﬁi/ N

micelles lipid bilayer

Abbildung 1.2. Links: [Ubernommen aus [3]] Je nach Konzentration bilden sich aus
Lipidmonomeren Mizellen oder Doppelschichten. Rechts: [libernommen aus [5]] Dop-
pelschichten bilden geschlossene Strukturen (Vesikel) um ihre Grenzflaichenenergie zu
minimieren.

Energieminimierung

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass die bevorzugte Struktur der
Aggregate nicht nur von der Lipidkonzentration, sondern auch von sterischer
Gestalt und Ladung der Lipidmolekiile, sowie Druck und Temperatur ab-
héangt. Es kénnen sich daher neben Mizellen und Doppelschichten weitere
sehr unterschiedliche morphologische Phasen ausbilden, die allerdings in der
Biologie eine untergeordnete Rolle spielen.

Die treibende Kraft fiir die Bildung von Vesikeln ist der hydrophobe Effekt,
bzw. die geringe Wasserloslichkeit von Lipiden. Wird ein Alkan aus einer
apolaren Umgebung in Wasser {iberfiihrt, so muss pro Mol ein Unterschied der
freien Enthalpie aufgewendet werden, der sich nach [2], [3] als Funktion der
Molekiiloberfliche bzw. der Lange der Kohlenstoffketten abschétzen lésst. Der
grokte Energiebeitrag ist dabei durch den Verlust von Entropie begriindet, der
bei der Anordnung von Wassermolekiilen um die hydrophoben Lipidanteile
entsteht.

Vesikeltypen

Die genaue Struktur von Vesikeln kann sich je nach Préaparationsmethode
stark unterscheiden:

e Multilamellare Vesikel (MLV) stellen die thermodynamisch stabilste
Form dar und entstehen spontan, wenn Lipide in Wasser iiberfiihrt

13



1. Motivation und Grundlagen

14

werden. Thre meist sehr unregelméflige Struktur zeichnet sich durch
viele Schichten iibereinanderliegender Lipidmembranen aus. Typische
Grofsenordnung: 100 nm bis 10 pm

Kleine unilamellare Vesikel (SUV) enstehen durch die Behandlung
einer MLV-Dispersion mit Ultraschall. Die eingebrachte Energie zer-
stort grofse zusammenhéngende Membranen und fordert so die Bildung
sehr kleiner Vesikel, die unter starker mechanischer Spannung stehen.
Typische Grofenordnung: 10 nm bis 100 nm

Grofse unilamellare Vesikel (LUV) konnen durch Fusion aus SUV oder
durch Extrusion aus MLV gewonnen werden. Typische Gréfsenordnung:
100 nm bis 1 pm

Unilamellare Riesenvesikel (GUV) werden meist in der Electroswelling—
Methode hergestellt. Diese wird in Abschnitt A.1.1 genauer beschrieben.
Aufgrund ihrer Grofe eignen sie sich sehr gut als Zellmodell und fiir
mikroskopische Untersuchungen. Typische Grofenordnung: 10 pm bis
100 pm



1.2. Mechanik: Die Membran als diinne Platte

1.2. Mechanik: Die Membran als diinne Platte

Wolfgang Helfrich verdffentlichte 1973 ein Modell zur Beschreibung der Me-
chanik von Vesikeln, in dem er die Membran im Wesentlichen als diinne Platte
beschreibt [6]. Diese Arbeit bildet seither die Grundlage der meisten me-
chanischen Modelle von Biomembranen. Die wichtigsten durch Deformation
entstehenden Energiebeitrage sollen hier vorgestellt werden. Eine Platte kann,
wie in Abbildung 1.3 dargestellt, auf verschiedene Weisen verformt werden. Da
die Membran aufgrund ihrer geringen Dicke von ca. 4 nm als zweidimensional
angenommen wird, kdnnen transversale Dehnung und Kippung vernachlassigt
werden.

Abbildung 1.3. [Quelle: Website Avanti Lipids] Mogliche Deformationen einer Platte
sind a) laterale Dehnung, b) transversale Dehnung, c) Biegung, d) Scherung, 5) Kippung,
von links oben nach rechts unten dargestellt.

1.2.1. Laterale Dehnung

Dehnung und Stauchung kénnen fiir kleine Auslenkungen aus der Ruhelage
mit dem Hookschen Gesetz beschrieben werden. Die Dehnungsenergiedichte
ga (Energie pro Fliache) muss fiir kleine Auslenkungen eine quadratische

Funktion der relativen Flachendnderung TA sein:

=% (L)

K, ist der Flachenkompressionsmodul.
Fiir die isotrope Lateralspannung o, die zu der relativen Flachendnderung

ATA fithrt, gilt folglich:

_dgs E
G_d(%A)_KA<A> (1.2)

15



1. Motivation und Grundlagen

1.2.2. Scherung

Scherung kann bei Lipidmembranen nur in der kristallinen oder der Gelphase
auftreten. In fluider oder gasformiger Phase sind die einzelnen Molekiile lateral
frei beweglich und kénnen so ohne Kraftaufwand gegeneinander verschoben
werden. Natiirlich muss im dynamischen Falle die Oberflachenviskositéit der
Membran ng berticksichtigt werden.

1.2.3. Biegung

Nach [7] gilt fiir die Dichte der freien Energie einer diinnen Platte unter

Biegung:
E 1 (82 8%\’ 920 \* 82 02
gp = 7° I I £ ) _ 9% 0% (1.3)
1+0(2(1—0)\0x%2 0y? dxdy 0x? dy?

¢ = {(x,y) bezeichnet die vertikale Verschiebung der Platte am Punkt
(x,y) aus der neutralen Ebene, E den Elastizitdtsmodul und ¢ den Querkon-
traktionskoeffizienten.
Wie in [8] (S. 67 — 69) in langerer Rechnung gezeigt, kann man (1.3) als Funkti-
on gg(R4, Ry) der beiden Hauptkriimmungsradien R; und R, umschreiben, die
den Vorteil guter Messbarkeit mit sich bringen. Die Hauptkrimmungsradien
fiir einen beliebigen Punkt der Platte sind in Abbildung 1.4 dargestellt.

2

N Y Y . 1.4)
2Cm Cg

Cr und Cy sind die mittlere und die Gauksche Kriimmung. Mit der Ein-
fiihrung der ,spontanen Kriimmung* Cy = Ri wird der Tatsache Rechnung
0

getragen, dass Lipidmembranen, im Gegensatz zu homogenen Platten, trans-
versale Asymmetrie aufweisen konnen, z.B. durch unterschiedliche chemische
Zusammensetzungen von innerer und dufterer Monolage. K und K; sind die
Biegesteifigkeit und der Modul der Gaufschen Kriimmung.

16



1.2. Mechanik: Die Membran als diinne Platte

Abbildung 1.4. [aus [8]] Die Hauptkrimmungsradien R; und R, fir ein infinitesimales
Flachenelement

Es sei darauf hingewiesen, dass Helfrich (1.4) direkt aus folgenden Uberle-
gungen herleitete (1 = (nq(x,y),n,(x,y),1) sei der Normalenvektor an der
Stelle (x,y)):

e rot(i) = 0, da die Fliche sonst nicht eindeutig definiert ist.

e Die Kriimmungsenergie ist fiir kleine Auslenkungen eine quadratische

Iy (Hooksche Néhe-

Funktion der Kriimmungen C, = % und C, = 3y "

rung)

e Da cine zweidimensionale Fliissigkeit rotationssymmetrisch ist, gehen
nur Beitrage ein, die unabhéngig von der Orientierung der x- und
y—Achsen sind.

Fiir die gesamte Biegeenergie Gg eines Vesikels gilt damit:

Gg = ff gpdA = %ﬂ(zcm —Cy)%dA + K ff j;qu (1.5)

Das Theorem von Gaufs—Bonnet besagt, dass fiir das Integral der Gaufsschen
Kriimmung tiber eine orientierbare, geschlossene Flache (beim geschlossenen
Vesikel gegeben) gilt:

M = 4n(1—p) (1.6)

p heifst Geschlecht der Flache und ist gleich der Anzahl ihrer Henkel
(,,Locher®).

Fiir ein Vesikel ohne Loch gilt also M = const = 4m. Dies ist nicht mehr
giiltig, wenn sich Vesikel abschniiren oder fusionieren!
Der zweite Summand in (1.5) kann also oft bei der Betrachtung von relativen
Anderungen der Gesamtbiegeenergie vernachlissigt werden.

17



1. Motivation und Grundlagen

Abbildung 1.5. [aus [8]] Beispiel fir eine Flache mit 2 Henkeln

1.2.4. Elastizitatskonstanten

In Teil 1.2 sind mehrere Materialkonstanten aufgetreten, die teilweise sehr
schwer messbar sind. Deshalb sollen hier einige wichtige Zusammenhénge
sowie typische Grofenordnungen genannt werden.

18

e Der Fliachenkompressionsmodul K, := Ki ist iber Filmwaagenmes-

sungen an Monolagen experimentell leich‘t‘1 zuganglich. Seine typische
GroRenordnung betridgt 1072N/m bis 1 N/m und ist in erster Niherung
proportional zur Dicke d der Membran. Er dndert sich wiahrend des
Hauptphaseniibergangs typischerweise um eine Gréfsenordnung.

Die Biegesteifigkeit Kz kann aus K4 abgeschéitzt werden, wenn man
sich die Biegung als Kombination einer Dehnung der dufteren und einer
Stauchung der inneren Monolage vorstellt. Aus geometrischen Griinden
ergibt sich dann [3]:

d2

Die so berechneten Werte stimmen meist gut mit den experimentell
bestimmten iiberein. Die typische Groéfsenordnung von Kp liegt bei
107'°Nm bis 107'8Nm. Zusammen mit der oben genannten Propor-
tionalitit K, o« d, gilt Niherungsweise Kz « d3. Wo moglich wurden
dennoch gemessene experimentelle Werte fiir Ky verwendet

Der Modul der Gaufschen Kriimmung K ist experimentell schwer
zu bestimmen und typischerweise negativ. Sein Betrag liegt in der
Grofenordnung von Kg. In [9] argumentiert Helfrich aus energetischen
Betrachtungen, dass Vesikel nur dann eine stabile Phase darstellen,
wenn gilt

K; < —2Kp (1.8)
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1.3. Thermodynamische Einfliisse auf die Materialparameter

Lipidmembranen zeigen ein Phasenverhalten, das dem von Fliissigkristallen
dhnelt. Uberginge zwischen den verschiedenen Phasen konnen durch die
Verénderung verschiedener Zustandsgrofsen erzeugt werden. Die Temperatur
und der Lateraldruck (bei Monolagen) sind experimentell besonders leicht
zuganglich. Prinzipiell kann aber auch die Verédnderung anderer Variablen
zu Phaseniibergéngen fiihren. Fiir biologische Systeme ist beispielsweise der
pH-Wert eine leicht zu variierende Grofe.

Die typischen Phasen reiner Lipide, die mit zunehmender Temperatur
auftreten, sind in Abbildung 1.6 gezeigt:

Ll s Wby
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o

Abbildung 1.6. [aus [10]] Schematische Darstellung der verschiedenen lamellaren
Phasen von Lipiden in Wasser; Reihenfolge bei zunehmender Temperatur

L.—Phase In dieser sogenannten ,kristallinen Phase sind die Kopfgruppen der
Molekiile in einem festen, trigonalen Gitter geordnet. Die Kohlenstoftketten
sind gerade ausgerichtet und alle Kohlenstoffbindungen stehen in trans—
Konfiguration. Die Temperaturen, bei denen diese Phase stabil ist, sind
allerdings so niedrig, dass sie keine physiologische Relevanz hat. In einem
Phaseniibergang zweiter Ordnung geht das System tiber in die Lg—Phase.

Lg'—Phase Hier sind die Alkanketten gegeniiber der Kopfgruppe gekippt,
befinden sich aber weiterhin in trans-Konfiguration. Die Kopfgruppen behalten
ihre Fernordnung, kénnen aber bereits leichter gegeneinander verschoben
werden. Je nachdem, ob der Zustand der Alkanketten oder die Ordnung der
Kopfgruppen betont werden soll, spricht man von ,fest geordneter Phase*
oder ,Gelphase®.

Pg—Phase Im sogenannten Voriibergang gehen die Membranen in die Rip-
pelphase iiber, in der sich eine streifenférmige Uberstruktur der Membran
entwickelt. Es bilden sich Falten, die sich aus der Membranebene stiilpen.
Verantwortlich sind dafiir vermutlich alternierende fliissige Doménen in den
beiden Monolagen der Membran. Die Rippelphase kann also als Ubergangs-
zustand zwischen der Gelphase und der im Folgenden beschriebenen fluiden
Phase angesehen werden [3].
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1. Motivation und Grundlagen

L,—Phase Im Hauptiibergang (Phasentibergang erster Ordnung) schmelzen
die Alkanketten der Lipidmolekiile. ,Schmelzen* bedeutet hier, dass die Koh-
lenstoffbindungen von der all-trans-Stellung in eine Gleichverteilung von
gauche ™, gauche— und trans-Konfiguration iibergehen. Infolge der Knicke,
die durch die gauche-Bindungen entstehen, hat der hydrophobe Anteil nun
eine grofere laterale Ausdehnung, was sich in einer Ausdehnung der gesamten
Membran um etwa 25% niederschlagt. Jeder Kopfgruppe steht nun mehr
Platz zur Verfiigung, und die Molekiile geben ihre Fernordnung auf. Aufgrund
der damit verbundenen hoheren lateralen Beweglichkeit der Molekiile spricht
man auch von einer ,fluiden” Phase. Soll der Zustand der Alkanketten betont
werden, so wird der Begriff ,ungeordnete” Phase verwendet.

1.3.1. Die Ehrenfest-Klassifikation der Phasenumwandlungen

Es wurden bereits im Vorfeld die Begriffe ,Phasentiibergang erster Ordnung*
und ,,Phaseniibergang zweiter Ordnung® verwendet. Diese Einteilung von
Phaseniibergingen stammt von Paul Ehrenfest, der diskontinuierliche ,,Pha-
seniibergénge erster Ordnung” und kontinuierliche ,Phaseniibergdnge n-ter
Ordnung* unterscheidet.

Ein Phaseniibergang n—ter Ordnung zeichnet sich dadurch aus, dass die
Ableitungen des thermodynamischen Potentials des Systems nach seinen
natiirlichen Variablen bis zur (n — 1)-ten Ordnung stetig sind, die n-te
Ableitung aber eine Unstetigkeit aufweist. In der Praxis sind vor allem Pha-
seniiberginge erster und zweiter Ordnung wichtig. Fiir diese beiden Félle
sollen Eigenschaften der freien Enthalpie G(p, T, N) betrachtet werden. Die
Wabhl der freien Enthalpie als Potential ist darin begriindet, dass ihre natiirli-
chen Variablen Druck p, Temperatur T und Teilchenzahl N im Experiment
am einfachsten zu kontrollieren sind. Der Ubergang zu anderen Potentialen
ist durch Legendre-Transformation méglich.

In der weiteren Behandlung gehen wir davon aus, dass die Teilchenzahl N
konstant bleibt und alle Zustandsénderungen quasistatisch erfolgen, womit

ds = %2 gilt. Der Umgebungsdruck p spielt fiir ein quasi zweidimensionales
System wie eine Lipidmembran eine untergeordnete Rolle gegeniiber dem La-
teraldruck I, der analog zum Druck in dreidimensionalen Systemen behandelt
werden kann. Wir werden die freie Enthalpie daher schreiben als G = G(II, T).
Mit der Entropie S und der Fliache A lautet das totale Differential somit:

dG = —SdT + AdIl (1.9)

Die ersten Ableitungen des Potentials sind die Entropie und die Fléche:
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il S(T, 1 o6 _ A(T, 11 1.10
n T
Die zweiten Ableitungen sind:

0%G 65‘ 16Q 1

—| =— | =—=%55 = —=cn (1.11)

aT - aT - TdT T
0%G dA A (112)
_2 [ — =: — K‘T .
aTll r all r

¢ nennen wir isobare Warmekapazitiat und xp isotherme Flachenkompres-
sibilitédt. Diese beiden Grofsen beschreiben die Antwort des Systems auf eine
isobare Warmezufuhr bzw. auf eine isotherme Fldchenédnderung und sind
somit Beispiele fiir sogenannte Suzeptibilititen des Systems.

1.3.2. Suszeptibilititen und Fluktuationen

Makroskopischen Zustandsgrofen eines Systems unterliegen Fluktuationen,
die immer vorhanden sind, aber mit zunehmender Teilchenzahl unwichtiger
werden. Ein interessantes Phianomen der Thermodynamik ist, dass die bereits
angesprochenen Suszeptibilitdten eng mit den Fluktuationen der thermodyna-
mischen Grofen zusammenhéngen. Dieser Zusammenhang soll kurz anhand
der Herleitung von Landau und Lifschitz [11] erkldrt werden:

Die Entropie kann, wie Ludwig Boltzmann vorschlug, als die statistische
Wabhrscheinlichkeit eines Makrozustandes interpretiert werden [12].

S(ny,n,.) =kglnW(ng,n,.) = W =eks (1.13)

Die n; sind beliebige thermodynamische Observablen (4, I1, E...).

Die Einstellung eines Gleichgewichts bedeutet fiir ein abgeschlossenes Sys-
tem eine Entwicklung hin zu Zustdnden hoherer Wahrscheinlichkeit. Ist das
Gleichgewicht erreicht, befindet sich folglich auch die Entropie in einem Maxi-
mum. In einer Entwicklung nach den n; kann daher der Term erster Ordnung
vernachlassigt werden:

s S+1Z 95\ pnea 1.14
T 2 anianj ninj ()

ni,nj \ ,
—._—1
=: Xij

Die Abweichung der Observablen n; von ihrem Mittelwert n wird hier mit
An; := n; — n? bezeichnet. Die y; j nennen wir verallgemeinerte Suszeptibili-
tiaten. Da Sy ein Entropiemaximum ist, gilt x;; > 0.
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1. Motivation und Grundlagen

Der Einfachheit halber werden weiter nur die Suszeptibilitdten besprochen,
die lediglich von einer Zustandsgrofse n abhédngen. Die Ableitungen kénnen
fiir den mehrdimensionalen Fall in [11] (S. 318 ff.) nachvollzogen werden.
(1.14) vereinfacht sich dann zu:

2

S S+1aSA 2 1.15
(n) = S, zanz(n) (1.15)
—~—
—xnt

Mit (1.13) ist die Wahrscheinlichkeitsverteilung um ny gegeben durch:

1 L (an)?

. e_ 2kpxn

W (n) = const - e5(™ = (1.16)

2rtkpxn

Die Konstante ergibt sich aus der Normierungsbedingung [ W(n)dn = 1.
Die Wahrscheinlichkeit folgt also einer Gaufverteilung. Fiir das mittlere
Quadrat der Fluktuationen von n gilt deshalb folgende Beziehung:

< (An)? >= f (An)2W (n)dn = kgx, (1.17)

Abschliefsend wollen wir diese Beziehung noch fir n = H und n = A
berechnen. 0
Aus dS = %dH + ;dA folgt fiir die Fluktuationen der Enthalpie:

, 925\’ 1 o7\ ,
< (AH) >= kBXH = _kB W = kB ﬁa_H = kBT CH (118)
II II

Aus dS = %dE + gdA folgt fiir die Fluktuationen der Flache:
1 <1 ol

-1
m kB? Ta_A> = kBATKT (119)
E

928\ "
< (BA)? >=kpy, = —k3< ) =
E

Die isobare Warmekapazitét ist also proportional zu den Schwankungen der
Entropie und die isotherme Kompressibilitdt proportional zu den Schwan-
kungen des Volumens. Nehmen die Suszeptibilititen einen Extremwert an,
wie es in der Ndhe von Phaseniibergiangen der Fall ist, so ergeben sich folg-
lich Maxima der inversen Kriimmung des Entropiepotentials, was zu extrem
grofen Fluktuationen fiihrt.

In Filmwaagen—Experimenten mit Lipidmonolagen wurden lineare Zusam-
menhédnge zwischen Warmekapazitat cp, Kompressibilitat kp, elektrischer
Kapazitat Cr und isobarem Expansionskoeffizienten ap in der Néahe eines
kritischen Punktes gefunden [13]:

crp X K < Cp & apy (1.20)
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1.3.3. Klassische Landau-Theorie

Lev Landau entwickelte eine phidnomenologische Beschreibung von Phasen-
iibergéngen, die in [14] (S.428 ff) beschrieben wird. Er charakterisiert die
Symmetrie eines Zustandes mittels eines Ordnungsparameters 1. Welcher
Parameter konkret verwendet wird, hédngt vom System und der konkreten
Fragestellung ab. Wichtig ist nur, dass der Ordnungsparameter von einem end-
lichen Wert im Zustand niedriger Symmetrie auf n = 0 beim Zustand hoherer
Symmetrie abnimmt. Das thermodynamische Potential des Systems wird
nun als Funktion von Druck, Temperatur und Ordnungsparamter G(I1, T, n)
betrachtet. Dabei sind allerdings nur I1 und T frei wahlbare Variable. n ist
dadurch bestimmt, dass das System immer einen Zustand minimaler freier
Energie einnimmt.

G wird nun nach dem Ordnungsparameter 7 bis zur vierten Ordnung entwi-
ckelt:

G(H, T, 77) = GO + A177 + Aznz + A37’3 + A4T’4 + .. (121)

Ohne den Einfluss externer Felder soll das Landau-Potential symmetrisch
beziiglich n - —n sein. In diesem Falle gilt. A; = A3 = 0. Weiterhin wird
angenommen, dass A, als Funktion der Temperatur um die Phaseniibergangs-
temperatur T* entwickelt werden kann:

A,(TLT) = a(T)(T — T*) (1.22)

Somit vereinfacht sich (1.21) zu

G, T,n) = Go(I,T) + a(I)(T — T*) n? + A, (11, T)n* (1.23)
N——

A, (ILT)

mit
A (ILT) = A,(I1) > 0 (1.24)

Letztere Bedingung muss gelten, da ansonsten die Energie durch n - too
minimiert werden konnte. Abbildung 1.7 zeigt die Form von G(II,T) bei
konstantem Druck fiir verschiedene Temperaturen.

Fiir a(IT) > 0 geht der Ordnungsparameter wie in Abbildung 1.7 geplottet
mit steigender Temperatur kontinuierlich von endlichen Werten zu n = 0 iiber.
Dies entspricht einem Ubergang 2. Ordnung von der unsymmetrischen zur
symmetrischen Phase. Lipidmembranen durchlaufen bei tiefen Temperaturen
einen solchen Ubergang z.B. von der kristallinen zur Gel-Phase mit a(IT) < 0.
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Abbildung 1.7. G, T) fir G, = 0 und A, = 1 bei verschiedenen A, (Einheiten
beliebig). Bei A, = 0 erreicht der Ordnungsparameter n = 0.

1.3.4. Landau-Theorie des Hauptiibergangs (erster Ordnung)

Obwohl urspriinglich nur fiir kontinuierliche Phaseniibergédnge konzipiert,
lasst sich die Landau—Theorie auch einsetzen, um Phaseniiberginge erster
Ordnung zu analysieren. Albrecht et al. verwendeten sie 1978 zur Analyse des
Hauptiibergangs von Lipidmonolagen, deren Eigenschaften auf die Hauptum-
wandlung von Doppelschichten iibertragen werden kénnen [15]. Anhand dieser
Arbeit soll jetzt die Landau—Theorie fiir diskontinuierliche Phaseniibergénge
behandelt werden.

Die Wahl des Ordnungsparameters

Um die moglichen Symmetriebriiche in Lipidmonolagen vollsténdig zu erfas-
sen, wird als Ordnungsparameter der sog. deGennes—Dehnungsvektor J [16]
eingefiihrt:

j:p<§m+1_ﬁm >:P'f0 (1.25)

p gibt die Dichte der monomeren Untereinheiten (z.B. C—-C-Bindung) der
Lipide an. Fiir fluide Phasen ist diese lateral isotrop, fiir kristalline Phasen
kann sie durch eine Uberlagerung von ebenen Wellen beschrieben werden.
Die Richtung von fo beschreibt das statistische Mittel der Ausrichtung der
Lipide. Sein Betrag | f0| misst die Lénge ihrer Projektion auf diese Richtung.
Abbildung 1.8 zeigt schematisch die Verhéltnisse fiir p und f in verschiedenen
denkbaren Phasen.

Die Entwicklung des Potentials

Der Hauptiibergang von der L—Phase zur L-Phase entspricht einem Uber-
gang von einer kristallinen Phase mit gekippten Alkanketten zu einer fluiden,
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a)GASEOUS and ISOTROPIC FLUID PHASES

Abbildung 1.8 [aus [15]] Die Ver-
héltnisse der Dichte und der Deh-
nungsvektoren fir verschiedene flis-
sigkristalline Phasen. Fir die kristal-
linen Phasen sind die Dehnungsvek-
toren der Kopfgruppe fp und der Al-
kanketten fH getrennt angegeben.

smektischen Phase. Da sich fo dabei nur leicht &ndert, die kristalline Sym-
metrie aber gebrochen wird, erscheint es sinnvoll, das Potential zunéchst im
Sinne von (1.21) nach der lateralen Dichte zu entwickeln:

GIL T, p) = Go(IL, T) + Ay (1L, T)(Ap)? + Ay (I, T)(Ap)* + Ag(TL, T) (4p)®
(1.26)
(Ap) := (p — pLe)/(p1c — pLg) ist der Unterschied der lateralen Dichte zur
Dichte in der hochsymmetrischen, expandierten Phase. Der Term sechster
Ordnung wird spéter benotigt, um G > 0 fiir p = Fo00 garantieren zu kénnen.
Mit (1.26) wiirde sich ein Phaseniibergang 2. Ordnung ergeben, was jedoch
den experimentellen Ergebnissen widerspriache. Das Problem liegt darin,
dass (1.26) die Kopplung der lateralen Dichte an die Kettenorientierung
vernachléssigt. Albrecht et al. beriicksichtigen die Kettenneigung deshalb in
einem zusatzlichen Term:

1
Gx = EK(O —0.5)° —t-p?- (0 —0.) (1.27)

0 bezeichnet den Neigungswinkel des Dehnungsvektors gegen die Mem-
brannormale. Der erste Term entspricht der Energie, die zur Verkippung der
Ketten wiahrend der Umwandlung aufgewendet werden muss. K ist damit ein
Elastizitatsmodul der Kettenneigung. Der zweite Term ist der Kopplungsterm
der niedrigsten Ordnung. Er darf von der ersten Ordnung in (A®) := (0—0,f)
sein, da der Symmetriebruch nur in Ap geschieht. Der Zusammenhang zwi-
schen (Ap) und (A®) kann leicht durch Minimierung von Gg nach 0 gefunden
werden:

(20) = Ip? (1.28)

Fiir die Gesamtenergie gilt jetzt also:

2

: )(Ap)‘* FAAp)*  (129)

G(ILT,p) = Gy + Az (Ap)* + <A4 oK
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Der Phaseniibergang erster Ordnung

So lange gilt A, < %, zeigt G ein vollig anderes Verhalten, als beim Phasen-
iibergang zweiter Ordnung. In Abbildung 1.9 ist zu sehen, wie bei steigender
Temperatur bzw. grofser werdendem A, ab T = T* zwei Minima existieren.
Da sich das System in einem metastabilen Zustand mit p > 0 befindet, kann
dieser noch erhalten bleiben, wenn das thermodynamische Gleichgewicht
bereits iiberschritten ist. Erst bei einer Temperatur T = T** muss das System
in den Zustand hoherer Symmetrie iibergehen. Die gleichen Schlussfolgerun-
gen gelten umgekehrt bei sinkender Temperatur. Das Potential erklart also
die Hysterese, die fiir Phaseniibergénge erster Ordnung typisch ist (Siede-/
Gefrierverzug). Storungen des Systems (z.B. Kristallisationskeime) kénnen
dazu fiihren, dass die Energiebarriere zwischen beiden Maxima schneller
iiberwunden werden kann und eine Hysterese ausbleibt.

400

200

-200

-400 -

n

2
Abbildung 1.9. G(II,T) fur G, = 0 und A4 < zt— bei verschiedenen A, (Einheiten
beliebig). Der Verlauf zeigt das typische Verhalten fiir einen Phasenlbergang erster
Ordnung.

K steigt mit zunehmendem Druck an, wiahrend fiir t ein entgegengesetztes

Verhalten angenommen wird. Ab einem gewissen Druck wird also A4 > e
. .. 2K
gelten. In diesem Moment geht der Phaseniibergang erster Ordnung in einen
Phaseniibergang zweiter Ordnung iiber, wie er in Abbildung 1.7 gezeigt wur-
de.
Dieser Ubergang ist eine Folge der Kopplung von Dichte- und Orientierungs-
ordnung. Der Punkt, an dem dieser Ubergang stattfindet, wird trikritischer
Punkt genannt. Bei Lipiden wird oftmals nur von einem kritischen Punkt
gesprochen, was bedeuten wiirde, dass an diesem Punkt die beiden Phasen
wie beim van—der—Waals—Gas nicht mehr zu unterscheiden waren. Tatséach-
lich macht der Symmetriebruch von fluider Verteilung der Molekiile hin zu

kristalliner Ordnung aber immer eine Unterscheidung moglich.
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Der Transport grofkerer Molekiile und Partikel durch Membranen ist ein ubi-
quitdarer Prozess in lebenden Zellen, bei dem die zu transportierende Fracht
(,Cargo”) durch einen Teil der Plasmamembran umbhiillt und so internalisiert
wird. Die Biologie kennt hier, je nach Art des transportierten Stoffes und
der am Prozess beteiligten Strukturen, unterschiedliche Endozytosepfade.
Grundsétzlich unterschieden werden die Pinozytose (,,Zelltrinken*) und die
Phagozytose (,,Zellfressen), also die Aufnahme von Fliissigkeiten beziehungs-
weise von Feststoffen [17]. Eine weitere tibliche Unterteilung richtet sich nach
Molekiilen, die bei der Bildung von Membranvesikeln und deren Abschniirung
von der Zellmembran involviert sind. Doherty und McMahon schildern in [18]
ausfiihrlich die bekannten Aufnahmepfade und das tibliche Verstédndnis dieser
Vorgange. Es wird dort auch deutlich, dass die Unterscheidung verschiedener
Aufnahmeprozesse keineswegs empirisch eindeutig ist, sondern vielmehr dem
Bediirfnis der Strukturierung eines duferst komplexen und uniibersichtlichen
Themas geschuldet ist. Beispielsweise spielen Proteine, die typisch fiir einen
Endozytose-Mechanismus sind, hdufig auch fiir andere Pfade eine tragende
Rolle. Genauso wird eine spezielle Fracht meist nicht nur {iber einen, sondern
iiber mehrere unterschiedliche Mechanismen transportiert.

Diese Arbeit beschrankt sich auf die Wechselwirkung von Membranen
mit sphérischen Nanopartikeln (NP). Einerseits sind diese Partikel zu einer
einfachen Modellentwicklung geeignet, andererseits spielen Nanopartikel eine
immer wichtigere Rolle in verschiedenen Industriezweigen wie Nahrungsmittel-
und Kosmetikherstellung, sowie in medizinischen Anwendungen. Aufgrund
ihrer Grofe weisen NP besondere Wechselwirkungen mit Zellmembranen auf,
wie man sie z.B. auch fiir groffe Biomolekiile und Viren beobachtet. Auch
Nanopartikel kénnen auf verschiedenen Wegen Zellmembranen durchdrin-
gen [19]-[23]. Diese Eigenschaften kénnen zum gezielten Wirkstofftransport
medizinisch genutzt werden, andererseits erzeugen sie neuartige Risiken, die
im relativ neuen Forschungsfeld der Nanotoxikologie betrachtet werden. In
Tierversuchen wurde zum Beispiel die inflammatorische Wirkung von NP
und deren fruchtschidigende Wirkung nachgewiesen [24], [25]. In diesen und
anderen Untersuchungen wird in aller Regel eine starke Grofkenabhéngigkeit
der beobachteten Effekte berichtet. Beispielsweise untersuchten Gao et al.
die Durchdringung der Blut-Hirn-Schranke von Méausen durch wirkstoffbela-
dene NP. Sie wiesen deutlich héhere Transportraten fiir Partikel mit einem
Durchmesser von 70 nm nach als fiir grofere Partikel [26]. Hanada et al.
berichten ein Maximum der Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke fiir einen
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Partikeldurchmesser von 30 nm [27]. Ein systematisches Versténdnis dieser
Vorgénge wiirde nicht nur zum Versténdnis zelluldrer Abléufe helfen sondern
auch Wege zur Optimierung von Drug-Delivery-Systemen aufzeigen und zur
Risikobetrachtung neuer Materialien beitragen [28].

Physikalische Modelle legen zwar eine Grofsenabhéngigkeit fiir solche Auf-
nahmeprozesse nahe, systematische experimentelle Studien zu diesem Thema
sind jedoch noch selten. Insbesondere die simultane Aufnahme vieler Partikel
wurde bis heute noch kaum untersucht. Gegenstand der folgenden Kapitel soll
es sein, genau solche Daten zu erheben und mit den vorhandenen Modellen zu
vergleichen. Lipidvesikel sind in sich geschlossene Lipidmembranen, die einen
inneren Bereich umbhiillen und somit topologisch einer Zelle entsprechen. Besit-
zen diese Gebilde nur eine einschichtige Doppelmembran und entsprechen sie
auch in ihrer Grofe der typischen Grofse einer Zelle, werden sie Riesenvesikel
genannt (gaint unilaminar vesicle — GUV). Solche Vesikel werden héufig als
Zellmodelle verwendet [29]. Dass sie zu einer passiven Partikelaufnahme, also
einer Aufnahme ohne die Zufuhr chemisch gespeicherter Energie fihig sind,
wurde bereits mehrfach gezeigt [30], [31]. Es handelt sich dabei aber in vielen
Féllen um elektronenmikroskopische Studien, in denen membranumbhiillte
Partikel im Inneren von Vesikeln nachgewiesen werden (s. Abbildung 2.1 (a)).
Alle diese Studien haben das Problem gemeinsam, dass die Vesikel bei der
Cryo-Elektronenmikroskopie nur noch im eingefrorenen Zustand untersucht
werden konnen. Es kann deshalb nicht zweifelsfrei unterschieden werden, ob
ein Partikel vor dem Einfrieren noch mit der Vesikelmembran verbunden
war oder zusétzlich zur vollstdndigen Umbhiillung auch eine Abschniirung
der Membran stattgefunden hat. Bei dieser Methode sind die Vesikel im
Moment des Einfrierens starken thermischen Veréinderungen unterworfen, die
das Untersuchungsergebnis stark beeinflussen kénnten.

Dass ein massenhafter Einschluss von Partikeln in GUVs stattfindet und
somit ein endozytosedhnlicher Prozess unter bestimmten Bedingungen mdog-
lich ist, wurde in eigenen Arbeiten [32| direkt beobachtet und experimentell
untersucht. Wie in Abbildung 2.1 zu erkennen ist, konnte eine massive Kon-
zentration von Partikeln innerhalb von Vesikeln erreicht werden, ohne dass
dabei aktive Prozesse beteiligt sind. Es sei hier ausdriicklich darauf hinge-
wiesen, dass bereits etwas frither bzw. zeitgleich von Michel et al. [33]—[35]
Lichtstreuungsexperimente zu dhnlichen Prozessen durchgefiihrt wurden und
entsprechende Ergebnisse lieferten. Wahrend Michel et al. die Partikelaufnah-
me hauptsédchlich unter dem Gesichtspunkt der technischen Ausnutzung fiir
die Entwicklung von Partikel-Liposom—Hybridsystemen untersucht wurde,
soll hier die Betonung auf dem Verstandnis der Vorgédnge und ihrer Bedeutung
fiir biologische Zellfunktionen liegen.

Wenn Partikel auf Lipidmembranen treffen, sind grundsétzlich verschie-
dene Szenarien vorstellbar, durch die ein Partikel von einer Membranseite
zur anderen gelangen kann. Sowohl in Simulationen [36], [37]| als auch in
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Abbildung 2.1. A) Fluoreszenzmarkierte Partikel im Inneren eines Riesenvesikels. Die
Lipidmembran ist hier nicht sichtbar, wohl aber die massiv erhéhte Partikelkonzentration
im Vesikelinneren und an der Membran. B) [llbernommen aus [31]] Mehrere Silica-
Partikel im Inneren eines unilaminaren Vesikels, sichtbar gemacht durch Cryo-TEM. Die
Partikel sind von einer Membranschicht umhillt.

verschiedenen Experimenten wurde gezeigt, dass sehr kleine Partikel unter
den richtigen Bedingungen die Membran direkt durchdringen konnen. Eine
solche Penetration geht hiufig mit der Bildung metastabiler Poren einher [38].
Insbesondere fiir kationische Partikel werden solche Penetrationsmechanismen
mit Bildung transienter Poren vermutet [39].

Im Weiteren soll jedoch ausschlieflich die Aufnahme von Partikeln be-
trachtet werden, die die Membran nicht direkt durchdringen konnen. Die
einzige Moglichkeit einer Aufnahme ist hier ein endozytosedhnlicher Prozess,
bei dem Partikel von der Membran umhiillt werden. Unter ,endozytosedhn-
lichen Prozessen“ sollen dabei alle Transportvorgéinge verstanden werden,
bei denen biologische Membranen adhérierende Objekte (Partikel, Proteine,
usw.) umbhiillen, um sie ins Innere von abgeschlossenen biologischen Ein-
heiten zu transportieren. Sie umfassen die in Abbildung 2.2 grundlegenden
Prozessschritte.

Abbildung 2.2 [Ubernommen

aus [32]] Ein endozytose—ahnlicher
Prozess soll hier so verstanden werden,
dass im Wesentlichen drei Schritte
stattfinden: (1) die Adhé&sion eines
Partikels an die Membran. (2) seine
Umbhdiillung. (3) die Abschniirung eines
Vesikels. Wahrend des letzten Schritts
entsteht gezwungener Mallen ein
Defekt, der durch Umordnung der
Membranmolekiile ausheilen muss.
(32]

Es soll nun gezeigt werden, dass schon die Wechselwirkung zwischen Parti-
keln und reinen Lipidmembranen zur vollstdndigen Aufnahme und Konzen-
tration dieser Partikel fiihren und durch den thermodynamischen Zustand der
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2. Einleitung

Membran gesteuert werden kann. Dies widerspricht der haufig anzutreffenden
Auffassung, dass bei der Bildung Cargo—beladener Vesikel zwingend aktive,
also energieverbrauchende Prozesse beteiligt sein miissen. Grundlegende Funk-
tionen einer Partikelaufnahme scheinen bereits in extrem einfachen, passiven
Systemen angelegt zu sein. Folgende Fragen sollen im Speziellen beantwortet
werden:

e Welche physikalischen Wechselwirkungen spielen bei der beobachteten
Partikelaufnahme eine tragende Rolle?

e Wie kann die Aufnahme auf Basis einer fundamentalen physikalischen
Beschreibung modelliert werden?

e Kann die Partikelaufnahme durch Verdnderung des thermodynamischen
Membranzustands gesteuert werden?

Diese Aspekte werden sowohl theoretisch beleuchtet als auch experimentell
untersucht. Dafiir werden Wechselwirkungen zwischen reinen Lipidmembranen
in Form von Riesenvesikeln und Nanopartikeln untersucht, und ein entspre-
chendes numerisches Modell entwickelt. Schliefslich wird die Frage diskutiert,
welche Relevanz die gewonnenen Erkenntnisse fiir lebende Zellen haben.
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3. Entwicklung eines Modells zur unlimitierten
Partikelaufnahme

Wie bereits angedeutet, wird experimentell keineswegs nur ein Einschluss
weniger Partikel durch Vesikel beobachtet, sondern eine massive Aufnahme
und Anreicherung von Partikeln, die {iber eine ldngere Zeit zu einer Schrump-
fung des Vesikels fiihrt. Es soll nun ein erstes Modell abgeleitet werden, mit
dem eine solche Aufnahme beschrieben werden kann. Die Aufnahmekine-
tik soll spater mit den experimentellen Ergebnissen verglichen werden. Die
vorgestellten Ergebnisse wurden im Rahmen von [32] und [40] ver6ffentlicht.
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3. Entwicklung eines Modells zur unlimitierten Partikelaufnahme

3.1. Einleitung

In unseren Experimenten, auf die spater noch genauer eingegangen wird,
konnten drei fundamental unterschiedliche Aufnahmeszenarien beobachtet
werden (sieche Abbildung 3.1). In vielen Fillen (z.B. ohne Zugabe von Ionen
oder bei sehr grofsen Partikeln) findet keinerlei Interaktion der Partikel mit
dem Vesikel statt. In anderen Fallen wird zunéchst ein Anhaften von Partikeln
beobachtet das ggf. von einer initialen Aufnahme einzelner Partikel beglei-
tet sein kann. Nur unter gewissen Umgebungsbedingungen (Partikelgrofse,
thermodynamischer Zustand, lonenkonzentration) geht diese anfangliche Auf-
nahme in eine kontinuierliche Aufnahme vieler Partikel {iber, die zu einer
signifikanten Schrumpfung des Vesikels fiihrt. Im folgenden wird dieses Sze-
nario als ,unlimitierte Aufnahme®* bezeichnet. Auf diesen Fall wollen wir
hauptséachlich eingehen, da hier offensichtlich eine hohe biologische Relevanz
gegeben ist.

(A) (8) (€

Abbildung 3.1. [Abbildungen ilbernommen und adaptiert aus [32]] Experimentell
beobachtete Aufnahmeszenarien fiir unterschiedliche Umgebungsbedingungen (Lipid:
griin/oben, Partikel: magenta/unten). (A) Ein Vesikel in der fluiden Phase zeigt keinerlei
Interaktion mit Partikeln mit Durchmesser 123 nm. (B) 123 nm-Partikel adhérieren an
ein Vesikel in der Gel- bzw. Rippel-Phase bei sonst zu (A) identischen Bedingungen.
Einzelne Partikel kbnnen im Vesikelinneren beobachtet werden. (C) Ein fluides Vesikel
nimmt massiv Partikel des Durchmessers 42 nm auf und schrumpft dabei.

Abbildung 3.2 (A) zeigt eine typische Kurve fiir den Zeitverlauf der Ves-
ikeloberfliche A(t) eines Vesikels wihrend der Partikelaufnahme. Klar zu
erkennen ist die massive Schrumpfung, die sich einer Oberfliche A(t) = 0
annahert. Zuséatzlich sind die wichtigsten Beitrége fiir die freie Energie des
Membran—Partikel-Systems skizziert.
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3.1. Einleitung
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Abbildung 3.2. [Ubernommen aus [40]] A) Typischer Zeitverlauf der Vesikeloberflache
A(t) eines schrumpfenden GUV bei der Aufnahme von Partikeln. Die mikroskopischen
Aufnahmen illustrieren den Zustand nach t = 0 min und t = 20 min. B(l) Beschreibung
der grundlegenden Energieeinflisse wahrend der Partikelaufnahme: Lateralspannung
durch den Verbrauch von Vesikeloberflache, Biegeenergie durch die Anpassung an die
Partikeloberflache und durch ionische Wechselwirkung verursachte Adhasion. B(ll) Wir
gehen davon aus, dass nach der Aufnahme eines Partikels eine transiente Pore in der
Membran existiert, die sich erst nach einer gewissen Lebensdauer T schlieft.

Bei vereinfachter Betrachtung tragen mindestens drei physikalische Gréfsen
zur freien Enthalpie des Gesamtsystems G(T,p) bzw. zu der entsprechenden
Energiedichte (Energie pro Membranfliche A) g := dG/da bei:

e Die Wechselwirkung der Oberflachen von Partikel und Membran kann
prinzipiell natiirlich attraktiv oder repulsiv sein. Da im letzteren Falle
eine Partikelaufnahme jedoch von vornherein ausgeschlossen ist, be-
trachten wir im Weiteren nur den attraktiven Fall. Wir bezeichnen die
auftretende Adhésionsenergie mit G,4, beziehungsweise ihre Dichte oder
die ,,Adhésionsstarke” mit g,q < 0.

e Aufgrund der (relativ zu den relevanten Langenskalen) hohen Biege-
steifigkeit von Lipidmembranen muss eine signifikante Biegeenergie gg
aufgewendet werden, um die Membran um ein Partikel zu kriimmen.
Fiir fluide Membranen wird gg meistens durch die von Helfrich [6]
vorgeschlagene Ndherung beschrieben (siehe 1.2.3).

e Membranen, die unter lateraler Spannung stehen, tragen zudem eine
Spannungsenergie(dichte) g, > 0, die bei einer Partikelaufnahme durch
den Verlust von Membranflache erhoht wird, falls das Vesikelvolumen
wahrend des Prozesses erhalten bleibt.
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3. Entwicklung eines Modells zur unlimitierten Partikelaufnahme

3.2. Theoretische Grundlagen und Uberlegungen
3.2.1. Modelle zur Membranen—Partikel-Wechselwirkung

In der Literatur findet sich eine Vielzahl theoretischer Modelle, die versuchen,
die Wechselwirkung zwischen Festkorperpartikeln und Lipidmembranen an-
hand der oben genannten Energiebeitrige zu beschreiben. Die wichtigsten
Ansétze sollen im Folgenden kurz beleuchtet werden.

Membrankriimmung

Geht man davon aus, dass ein Partikel an eine Membran adhériert und die
laterale Spannung der Membran wihrend des Prozesses vernachlassigbar
klein bleibt, so wird ein Partikel von der Membran umbhiillt, solange die
Adhésionsenergie pro Fliche die aufzuwendende Biegeenergie iibersteigt und
somit die Anderung der freien Energiedichte des Systems negativ ist. Es muss
damit gelten:

g=9p+ g <0 (3.1)

Wihrend die Adhésionsenergie pro Flacheneinheit in erster Ndherung von
der Kriimmung der Partikeloberfliche und damit der Partikelgrofe unabhén-
gig ist, nimmt die Biegeenergiedichte mit hoherer Kriimmung zu. In erster
Néherung kann die Biegeenergie einer fluiden, geschlossenen und symme-
trischen (d.h. vernachlassigbare spontane Kriimmung) Lipidmembran nach
Helfrich [6] beschrieben werden mit:

2K,
9o =5 (3.2)

Man kann also erwarten, dass sehr kleine Partikel aufgrund ihrer hohen
Oberflachenkriimmung nicht mehr von einer Membran umschlossen werden
konnen. Es ldsst sich daraus leicht ein minimaler Partikelradius r* ableiten,
ab dem ein Partikeleinschluss prinzipiell méglich ist (siche dazu auch [41]):

2K
rt= / b (3.3)
YJad

Setzt man hier typische Werte fiir Lipidmembranen und unspezifische Ad-
hiision (K, = 1071%] ~ 20kgT und g,q = 1073]/m?) ein, so ergibt sich
r* = 14 nm. Dieses rudimentéire Modell sagt also voraus, dass Partikel umso
eher von Membranen umbhiillt werden, je grofer sie sind. Diese Aussage steht
jedoch in klarem Widerspruch zu unseren Beobachtungen und zu Untersuchun-
gen zur Aufnahme von Nanopartikeln durch Zellen sowie Modellmembranen.
Verschiedene Studien zeigen, dass fiir eine bestimmte Kombination aus Parti-
kel und Membran ein Optimalwert fiir die Partikelgrofie existiert, bei dem
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3.2. Theoretische Grundlagen und Uberlegungen

die Aufnahme maximal ist. Die angegebenen Werte variieren je nach unter-
suchtem System, liegen aber bei lebenden Zellen in der Regel im Bereich
zwischen 10 nm und 100 nm [42]-[45]. Sehr grofe Partikel scheinen ebenso
wie zu kleine nicht ideal fiir eine Aufnahme geeignet zu sein. Aufgrund der
alleinigen Betrachtung der Biegespannung ist eine solche Tendenz nicht zu
erkldren.

Lateralspannung

Vesikel (und mit Einschrinkungen auch Zellen) sind geschlossene Objekte
und weisen daher ein mehr oder minder konstantes Volumen als wichtige
Randbedingung auf. Da bei den beschriebenen Einschlussprozessen Mem-
branfliche verbraucht wird, kann man also erwarten, dass, wie in Abbildung
3.2 skizziert, der Innendruck und damit die laterale Spannung der Membran
(Oberflachenspannung des Vesikels) wihrend der Partikelaufnahme zunehmen.

Qualitativ kann dieser Zusammenhang auch in unseren Experimenten di-
rekt beobachtet werden. In Abbildung 3.3 sind zwei Vesikel zu sehen, die
aneinander adhérieren. Innerhalb der ersten Minuten der Partikelaufnahme
zeigt sich zunéchst eine Vergroferung der Kontaktflache, was vermutlich auf
eine Verdnderung der Linienspannung an der Kontaktlinie oder die Reduktion
von abstoftenden Membranundulationen zuriickzufiihren ist. Mit zunehmen-
der Partikelaufnahme verkleinert sich die Kontaktfliche aber schnell wieder
aufgrund der zunehmenden Membranspannung.

Abbildung 3.3. Gezeigt ist hier eine Zeitsequenz, in der zwei DOPC-Vesikel aneinander
adhérieren. Die Zugabe von SiO,-Nanopartikeln (48 nm) bewirkt zunachst eine Vergro-
Berung der Adhasionsflache. Mégliche Griinde kénnten die Anlagerung von wenigen
Partikeln an der Kontaktlinie sein, ebenso wie eine Reduktion von Membranundulatio-
nen. Wenige Sekunden spater kann jedoch eine Partikelaufnahme beobachtet werden,
die zu einer VergroRerung der Membranspannung und folgerichtig zu einer sukzessiven
Verkleinerung der Adhasionsflache fiihrt.

Offensichtlich wird der Einfluss der Lateralspannung vor allem die Aufnah-
me grofser Partikel behindern, was von Dietrich et al. sowohl experimentell
als auch theoretisch untersucht [46] wurde. Die Autoren betrachten die Um-
hiillung von Latexkugeln durch die Membran von Riesenvesikeln und zeigen,
dass ein vollstandiger Einschluss einer solchen Kugel nur bis zu einer gewissen
Grofe moglich ist.

Die Fléche, die die Lipidmolekiile im véllig entspannten Zustand einnehmen
wiirden, nennen wir Ay, die tatsidchliche Oberflache des Vesikels A. Der
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3. Entwicklung eines Modells zur unlimitierten Partikelaufnahme

relative Flacheniiberschuss € wird damit folgendermafien definiert:

Ajp, — A
€i= 2= (3.4)

Vernachléssigt man thermische Fluktuationen (Undulationen), so ist die
Membran fiir € = 0 vollig entspannt. Die Gleichgewichtsgestalt des Vesikels
héngt dann von € und eventuellen Asymmetrien der Membran ab. Fiir € < 0
nimmt das Vesikel die Form einer idealen Kugel an. Mit weiter abnehmenden
Werten baut sich eine zunehmende laterale Membranspannung o auf. Bei
konstantem Flachenkompressionsmodul K, gilt fiir die laterale Spannung der
Membran:

o = —K € (3.5)

Entsprechend gilt fiir die im Vesikel gespeicherte Spannungsenergie unter
der Annahme K, = const:

€<0 1
GA = _EKAEZAlip (36)

Wird nun ein Partikel mit Radius r von solch einem Vesikel eingeschlossen,

erhoht sich zum einen das von der Membran umschlossene Volumen um
das Partikelvolumen, andererseits wird die Membran aus der Kugelform
gezwungen (s. Abb. 3.2). Beides fiihrt dazu, dass € kleiner wird und die
Membranspannung steigt.
Es héngt jetzt vom Grofsenverhéltnis von Partikel und Vesikel und vom
Flachenelastizitdtsmodul K, der Membran ab, wie weit ein Partikel umbhiillt
werden kann. Der Nomenklatur aus [46] folgend, messen wir die Eindringtiefe
des Partikels in Einheiten des Partikelradius (siche Abbildung 3.4). Hier
bedeutet z = 2 einen vollstandigen Einschluss, den wir als Voraussetzung einer
spateren Abschniirung eines umbhiillten Partikels von der Muttermembran
ansehen.

Abbildung 3.4 Geometri- r ™~
sche Verhaltnisse bei einem \

Kontakt zwischen Vesikel und \ / l'rz

Partikel. a

Wir benennen die initialen Werte fiir die geometrischen Variablen jeweils
mit dem Index  (z.B €, A9 = Aj;p). Betrachtet man den Fall sehr kleiner
Partikel (Partikelradius r < Ry Vesikelradius), so kann der Effekt der Volu-
menvergrofserung bei solch einem Vorgang in guter Naherung vernachléssigt
werden. Die mit der Membrandehnung verbundene Spannungsenergie lasst
sich aus 3.6 errechnen:
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3.2. Theoretische Grundlagen und Uberlegungen

KA (T[ZZTZ - 60140)2
Ga(2) = — 4 (3.7)

Ihr steht die Adhésionsenergie gegeniiber:
G,q(2) = —gaq2mzr? (3.8)

Im Gleichgewicht mit der Eindringtiefe zeq muss fiir die Gesamtenergie
G = Gp + Gyq gelten:

dé
dz

K
= A—O(nrzz3 — €0A02) — gagq = 0. (3.9)

Zeq

Fiir einen vollstédndigen Einschluss z.q = 2 gilt folglich die Voraussetzung:

g 2r\
ad
A = <_R0> — 2¢p (3.10)

Die fiir einen vollstdndigen Einschluss eines Partikels notige Energie skaliert
also quadratisch im Partikelradius r. Umgekehrt liefert Gleichung 3.10 bei
bekannter Adhésionsstiarke Adhésionsenergiedichte g,q einen oberen Grenz-
wert fiir die Partikelgrofe, die vollstandig von der Membran umbhiillt werden
kann. Dabei wird die aufgewendete Biegeenergie bewusst vernachléssigt, was
insbesondere fiir grofse Partikel gerechtfertigt ist.

Modelle unter Beriicksichtigung von Lateral- und Biegespannung

Bei den fiir die weiter unten beschriebenen Experimente beschéftigen wir
uns mit relativ kleinen Partikeln, weshalb sowohl Biege- als auch Spannungs-
energie beriicksichtigt werden miissen. Deserno et al. entwickeln in [47] ein
numerisches Modell, das sowohl die Biegung als auch die laterale Spannung
der Membran beriicksichtigt. Darin wird gezeigt, dass die Biegeenergie der
Halsregion insbesondere in den hier betrachteten Grofenordnungen relevant
fiir das Verhalten des Systems ist. Die Losung des Problems unter Beriicksich-
tigung der exakten Geometrie gestaltet sich schwierig, weshalb die Autoren
die Verbindungsstelle (Hals) zwischen Partikel und freier Membran als Torus-
Segment parametrisieren. Fiir einen Spezialfall wird aber gezeigt, dass dieses
vereinfachte Modell qualitativ identische Aussagen iiber die Eindringtiefe z
des Partikels macht und auch quantitativ nicht stark von der exakten Losung
abweicht. Die Minimierung der Gesamtenergie des Systems liefert auch in
diesem Modell die Gleichgewichtswerte fiir die Eindringtiefe z. Das Modell
fithrt auf ein Phasendiagramm (Abb. 3.5), das drei Félle unterscheidet: i)
keine Umbhiillung z = 0, ii) partielle Umhiillung 0 < z < 2 und iii) voll-
stdndige Umhiillung (z = 2). Eine exakte Betrachtung der Energielandschaft
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3. Entwicklung eines Modells zur unlimitierten Partikelaufnahme

[48] zeigt, dass der Ubergang zur partiellen Umbhiillung kontinuierlich statt-
findet, wohingegen die in der Halsregion gespeicherte Energie dazu fiihrt,
dass der Ubergang zur vollstindigen Umbhiillung sprunghaft in z verlduft
und Werte z > 2 moglich sind. Die Hohe der Energiebarriere, die fiir diese
Diskontinuitat verantwortlich ist, wird dabei hauptsachlich durch die Mem-
branspannung bestimmt [48].Auf diese Aspekte werden wir bei der Diskussion
der experimentellen Ergebnisse nochmals zuriick kommen.

Abbildung 3.5 Phasendiagramm nach dem Modell
von Deserno und Gelbart [47]. Unterschiedliche Graustu-
fen symbolisieren unterschiedliche Phasen des Partikel- I
einschlusses. Entsprechend den Piktogrammen sind dies %D
der vollstandige Einschluss, der partielle Einschluss und =
freie Partikel. Die kurz gestrichelte Linie ist die Phasen-

grenze, welche man nach dem Modell von Dietrich et al.

[46] (s. Abschn. 3.2.1) erwarten wiirde.

¢

In diesem Modell wird das aus Vesikel und Partikel bestehende System
durch die charakteristische Lange A und die dimensionslose Kennzahl {
charakterisiert:

A= 3.11
Jad ( )

Jad
= — 12
(=4 (312

A entspricht im Wesentlichen der aus der Biegeenergie resultierenden Be-
dingung 3.3: r* = V2A. Die Grenze zwischen vollstéindiger Aufnahme und
freiem Partikel néhert sich fiir sehr grofte Abszissenabschnitte eben diesem
Wert an, da die Spannungszunahme durch die Aufnahme eines Partikels in
diesem Bereich nur noch eine untergeordnete Rolle spielt. Der Anteil der
Biegespannung an der Gesamtenergie des Komplexes wird sowohl fiir grofie
Abszissen- also auch fiir grofse Ordinatenabschnitte kleiner. Die Asympto-
te fiir die Phasengrenze zwischen partieller und vollstdndiger Umbhiillung
(kurz gestrichelte Linie) ist deshalb dort durch das in Abschnitt 3.2.1 be-
schriebene Modell ohne Beriicksichtigung der Biegeenergie bestimmt. Die
Steigung der Geraden (doppel-logarithmische Auftragung!) kann durch eine
Reihenentwicklung beschrieben werden [47]:

T 11 5 _ 2+e€
R—0=a* :=x2—§x+Ex3/2+... mitx=(i? (313)

Ry bezeichnet dabei den Radius des Vesikels vor der Wechselwirkung mit

dem Partikel.
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3.2. Theoretische Grundlagen und Uberlegungen

3.2.2. Adhdsion

Den bisher genannten Beitrdgen, die eine Partikelumhiillung hemmen, steht
die Adhésionsstiarke g,q gegeniiber. Die Adhésionsstéarke wird dabei durch
unterschiedliche Wechselwirkungskréfte zwischen Partikeloberfliche und Mem-
bran bestimmt, von Van-der-Waals-Kréften iber elektrostatische Beitrége bis
zu entropischen Phénomenen, wie Undulations- und Hydratisierungskraften.
In dieser ersten Analyse wollen wir uns aber zunéchst auf die offensichtlichsten
und starksten Beitrige konzentrieren.

Néhern sich zwei Oberflichen in einem Elektrolyten einander an existieren
immer attraktive van—der—Waals—Krifte. Diese werden empirisch haufig durch
eine indirekt kubische Abhéngigkeit vom Abstand d der beiden Oberflichen
beschrieben:

A
gvaw = 3 (3.14)

A ist die materialabhéngige Hamaker—Konstante, die typischerweise in der
Grofenordnung von 1 X 107197 liegt.

Weiterhin sorgen kurzreichweitige sterische Wechselwirkungen dafiir, dass
sich die Oberflichen nicht beliebig weit anndhern kénnen.

Bei geladenen Oberflichen dominieren jedoch insbesondere bei grofieren
Abstéanden elektrostatische Wechselwirkungen. Diese werden neben den di-
rekten Wechselwirkungen zwischen den Oberflichen auch durch Beitrage
bestimmt, die sich durch die zwischen den geladenen Oberflachen befindlichen
Ionen ergeben (,elektrostatische Doppelschicht”). Die Ionen schirmen zum
einen das Potential der Oberflichen ab, erzeugen zum anderen aber auch
einen effektiven osmotischen Druck, der die Oberflachen auseinander treibt.
Die elektrostatische Wechselwirkung soll nun néher betrachtet werden.

Elektrostatische Wechselwirkung

Bei den hier betrachteten Systemen handelt es sich um unsymmetrische
Oberflachen. Die Vielzahl moglicher Einfliisse macht es dabei schwierig, eine
quantitative theoretische Vorhersage fiir die Wechselwirkungsenergie g,q4 zu
treffen. Leider sind auch experimentelle Daten fiir das System Lipidmembran—
Silica rar. Einen vielversprechenden systematischen Ansatz zeigt eine Studie
von Anderson et al. [49]. Dort wird mithilfe eines spezialisierten ,surface force
apperatus” (SFA) die Kraft zwischen einer Silica-Kugel und festkorperge-
stiitzten Lipidmembranen (SLB) gemessen. Die Derjaguin-Approximation
erlaubt den Riickschluss auf die entsprechende spezifische Wechselwirkungsen-
ergie. Die vewendeten Lipide sind wie in unseren Experimenten zwitterionisch,
d.h. in Summe elektrisch neutral. Es zeigt sich, dass die Wechselwirkung der
beiden Oberfléchen hochgradig von Elektrolytkonzentration des verwendeten
Puffers abhéngt. Wie Abbildung 3.6 zeigt, weist das System in Reinstwasser
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keine messbare Adhésion auf, wihrend in PBS (phosphate saline buffer)
Adhiisionsstirken im Bereich von W = 1 mJ/m? auftreten.
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Abbildung 3.6. [Ubernommen aus [49]] Das Diagramm links zeigt SFA-Messungen fiir
den Silica-Membran-Kontakt in hochreinem Wasser, das Diagramm rechts entsprechende
Messung in PBS. Wahrend die Wechselwirkungsstarke (hier mit W bezeichnet) in Reinst-
wasser rein repulsiver Natur ist (W > 0), zeigt das System in PBS deutliche Adhasion
(W < 0). Es wird eine deutliche Abhangigkeit der Krafte vom Herstellungsverfahren fiir
die SLBs gezeigt. Dies kdnnte ein Hinweis auf einen starken Beitrag von abstofRenden
Undulationskraften sein.

Die Tatsache, dass Ionen einen sehr starken Einfluss auf diese Wechselwir-
kung haben, zeigt, dass elektrostatische Beitréige die Situation dominieren.
Diese Feststellung mag im ersten Moment etwas verwundern, betrachten
wir doch die Membran in erster Naherung als elektrisch neutral. Die expe-
rimentellen Befunde sprechen jedoch eine klare Sprache. In [49] wird ein
entsprechender Erklarungsansatz diskutiert. Die rdumliche Einschrankung
der Tonenhiille der geladenen Partikel kann zu Kréaften fiihren, die sowohl
attraktiv als auch repulsiv sein kénnen. Um diese Kraft zu berechnen, muss
die Poisson—Boltzmann—Gleichung fiir die jeweiligen Randbedingungen gelst
werden. Gut untersucht sind die Grenzfille konstanter Oberflachenladung
o = const und konstanten Oberflichenpotentials W = const. Beide Fille
fiihren, insbesondere fiir asymmetrische Systeme wie dem unseren, zu stark
unterschiedlichen Vorhersagen [50]. Die Hogg—Healey—Fiirstenau—Gleichung
gilt als hervorragende Néherung fiir den Fall konstanter, nicht zu hoher
Oberflachenpotentiale (|¥] < 100 mV) [50], [51]:

€€o[2W, W, — (W2 + W2)ed/]
IpL(d) | w=const = otd/l _ p-d/l (3.15)

d bezeichnet hier den Abstand zweier paralleler Platten mit den Oberfla-
chenpotentialen ¥; und W,.
Fiir eine Abschéitzung der Grofenordnung der elektrostatischen Wechselwir-
kung nehmen wir an, dass das Oberflaichenpotential des Partikels seinem
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3.2. Theoretische Grundlagen und Uberlegungen

(—Potential von typischerweise ¥; = { = —50mV entspricht. Fiir zwit-
terionische Lipidmembranen, insbesondere fiir DOPC, kann wiederum in
erster Ndherung angenommen werden, dass gilt ¥, = 0mV. In diesem Falle
vereinfacht sich die HHF-Gleichung zu:

e€o[%e?!]
gDL(d)l‘P=c0nst = l(e+d/l _ e_d/l) (316)

Diese Doppelschicht—Wechselwirkung ist unter allen Umsténden attraktiv.
Allerdings wird bei der Herleitung der HHF-Gleichung angenommen, dass
die Oberflachenpotentiale bei Anndherung konstant bleiben. Diese Annahme
ist bei nicht zu kleinen Tonenkonzentrationen gerechtfertigt. Bei sehr kleinen
Ionenkonzentrationen (bzw. lonenstérken I) muss eher von der Randbedingung
konstanter Oberflachenladung ausgegangen werden. Gregory [50] zeigte, dass
die HHF-Gleichung im Falle konstanter Ladung zu groben Fehlern fiihrt
und entwickelten eine Naherung, fiir den durch die Ionen der Doppelschicht
ausgelosten osmotischen Druck P(d) bei konstanter Ladung.

2 1/2 B ) ~
P(d) = IkgT 2(1+ WCSchz(d/zz)> B (3/1 v,)2exp( Zz/z) B
* 1+ (01 +¥z)?csch™(d/20)
(3.17)
" zeV,
mi y = —
X KT

Die W, bezeichnen dabei die Potentiale der isolierten, nicht wechselwirken-
den Oberflichen. Durch Integration iiber den Abstand erhélt man daraus die
spezifische Wechselwirkungsenergie fiir den Fall konstanter Potentiale:

o)

Ibilomconst = f P(d)dd (3.18)
d

Die Abbildung 3.7 vergleicht Ergebnisse einer numerischen Integration von
Gleichung 3.17 sowie der HHF-Gleichung (Gl. 3.15) fiir die Wechselwirkung
einer neutralen Membran mit negativ geladenen Partikeln unterschiedlicher
Potentiale.

Beide Modelle machen hochst unterschiedliche Vorhersagen fiir das gleiche
System. Wahrend die Kraft bei konstanter Ladung iiber alle Entfernungen
repulsiv ist, ziehen sich Partikeloberfliche und Membran im Falle konstanten
Potentials gegenseitig an. Im realen System trifft jedoch meist keiner der
beiden Grenzfille exakt zu, und sowohl die Ladung als auch das elektrische
Potential der beiden Oberflichen verédndern sich bei einer Annéherung zweier
Oberflachen. Dieses Verhalten wird als Ladungs-Regulierung (engl.: charge re-
gulation) bezeichnet. Ein Ansatz zur Beschreibung dieses Ubergangsbereichs
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Abbildung 3.7. Elektrostatische Wechselwirkungsenergie unter den Annahmen kon-
stanten Potentials (durchgezogene Linien) und konstanter Ladung (gestrichelte Linien).
links: Abstandsabhangigkeit fur ein Partikel mit einer Oberflachenladung ¥ = —50 mV.
Die hellgrauen Hilfslinien markieren die Werte fir einen Gleichgewichtsabstand von
5 A, der in Anbetracht der Daten aus Abb.3.6 [49] sinnvoll erscheint. rechts: Fiir diesen
Gleichgewichtsabstand wurde hier die Abhangigkeit von der lonenstérke des Puffers fiir
verschieden starke Oberflachenladung aufgetragen.

verwendet einen phanomenologischen ,regulation parameter p um beide
Modelle gewichtet zu superpositionieren [52], [53]. Bei p = 1 entsprechen
die Modelle dem Grenzfall der Ladungserhaltung und fiir p = 0 dem der
Potentialerhaltung. Bei korrekter Wahl von p beschreiben die entsprechenden
Modelle experimentelle Ergebnisse recht zufriedenstellend [54]. Das Problem
fiir korrekte Vorhersagen fiir die Adhésionskraft zwischen unbekannten Ober-
flachen ist, dass p nicht von vornherein bekannt ist und von vielen Faktoren
wie den elektrochemischen Eigenschaften der Oberflichen, dem pH-Wert und
der Konzentration der sonstigen Ionen abhéngig ist. Daher ist eine korrekte
Bestimmung der Adhésionsenergie g,q nur experimentell moglich.

Wie in Abbildung 3.6 illustriert wird, wurde in [49] gezeigt, dass die Gesamt-
wechselwirkung zwischen einer Silica-Oberfliche und einer zwitterionischen
Lipidschicht in Reinstwasser rein repulsiv ist, wihrend in Phosphat—gepufferter
Salzlosung ohne zweiwertige Ionen (PBS) mit einer Ionenkonzentration (bzw.
Tonenstérke I) von etwa 150 mM deutliche Adhésion vorhanden ist. Das be-
obachtete Verhalten erkliren Anderson et al. mit einem Ubergang zwischen
den beiden zuvor beschriebenen Regimen.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass die Variation der Ionen-
konzentration eine Mdoglichkeit ist, die Adhésionskraft d,q im Modellsystem
zu variieren. Bei typischen Werten fiir das Oberflichenpotential von Silica—
Partikeln kann erwartet werden, dass bei zunehmender Ionenkonzentration
eine zunéchst abstofende Wechselwirkung iibergeht in eine anziehende, die
bei typischen Gleichgewichtsabstinden eine maximale Stéarke von wenigen
m]J/m? erreicht. Diese Wechselwirkungsstirke ist deutlich grofer als die, die
fiir van-der-Waals-Kréfte erwartet wird, womit diese bei groben Abschétzun-
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gen der Adhisionsenergie vernachlissigt werden konnen. Der Ubergang von
abstofender zu anziehender Wechselwirkung wird bei einer lonenkonzentrati-
on von unter 150 mM erwartet. Fiir eine genauere Analyse der Adhéasionskraft
in Abhéngigkeit der Tonenkonzentration sind experimentelle Daten &hnlich
zu denen von Anderson et al. notwendig, weshalb im Rahmen dieser Arbeit
entsprechende Versuche mit dem hier verwendeten System unternommen
wurden. Diese werden in Abschnitt 4 beschrieben.

3.2.3. Unlimitierte Partikelaufnahme und transiente Poren

Die experimentellen Fakten zeigen eindeutig, dass eine Abschniirung von um-
hiillten Partikeln von der Muttermembran energetisch bevorzugt ist. Bereits
Dietrich beobachtete in Einzelfillen die vollsténdige Aufnahme von Partikeln
[46]. Auch elektronenmikroskopische Aufnahmen wie z.B. in [31] weisen klar
auf das Vorkommen solcher Ablésungsprozesse hin.

Es ist anzunehmen, dass eine solche Partikelaufnahme auch einen Defekt
in der Membran erzeugt, sobald sich der umbhiillte Partikel von der Zell-
beziehungsweise Vesikelmembran ablost. Geht man zunéchst davon aus, dass
die Membran diese Defekte instantan ausheilt, wiirde man von einer span-
nungsabhédngigen Hemmung der Partikelaufnahme ausgehen, sobald eine
hinreichende Verminderung der Membranfldche bewirkt wurde. Die maximale
Anzahl internalisierter Partikel kann leicht durch die Anwendung der Be-
dingung 3.13 gefunden werden, wenn man zuséatzlich beachtet, dass sich der
Oberfliacheniiberschuss in Abhéngigkeit der Anzahl aufgenommener Partikel
dndert [32]:

A (R*—Nr?) — (R®+ Nr3)*/3

Ny = Aea”
€)= (R3 + Nr3)2/3

Aeq
Ry bezeichnet dabei den Radius des Vesikels vor der Wechselwirkung mit
dem Partikel.
Eine numerische Berechnung von N (1, Ry) ist ohne weiteres moglich. Abbil-
dung 3.8 zeigt das Ergebnis beispielhaft fiir drei verschiedene Vesikelradien:
Die erhaltenen Graphen widersprechen jedoch den experimentellen Befun-
den. Es wird unter geeigneten Bedingungen eine unbeschriankte Partikelauf-
nahme beobachtet, die im Extremfall zu einer Schrumpfung des Vesikels,
teilweise bis zur Auflésungsgrenze des Messsystems, nach sich zieht. Diese
Beobachtung kann ausschliefslich dadurch erklart werden, dass transiente
Poren in der Membran existieren, die einerseits einen Volumenverlust und
damit einen Abbau der Oberflichenspannung ermoglichen, andererseits aber
nicht zu einer vollstdndigen Destabilisierung bzw. einem Reifen der Membran
fiithren.
Verschiedene Modelle und experimentelle Daten legen die Existenz meta-
stabiler hydrophiler Poren mit einem Radius r, von wenigen Nanometern

(3.19)
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Abbildung 3.8 [libernommen  aus 10000

[32]] Maximal mogliche Anzahl aufge-
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Partikelradius r fur drei unterschiedlich N
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und einer Porenlebensdauer T von einigen Millisekunden nahe. Wahrend der
Radius dieser Poren nur sehr schwach von der Membranspannung abhéangt,
kann ihre Lebensdauer durch laterale Spannung und insbesondere durch
Fluss erheblich verldngert werden [55]-|57]. Solche Poren entstehen spontan
durch thermodynamische Flachenfluktuationen [3], kénnen aber auch durch
zundchst hydrophobe Membrandefekte induziert werden, wie wir sie bei einer
Partikelaufnahme postulieren.

Fiir alle fiir uns relevanten Poren gilt, dass ihr Durchmesser grofser als die
Membrandicke ist und die Porenlénge L, bzw. die Membrandicke vernach-
lassigt werden konnen. Die Scherkréfte in der ausstromenden Fliissigkeit sind
von der Grofenordnung vy, /1, wobei vy, hier fiir die Geschwindigkeit des
ausstromenden Mediums und 7, fiir dessen Viskositét stehen. Die viskosen
Krifte stehen im Gleichgewicht mit dem Uberdruck im Inneren des Vesikels
AP, der wiederum nach Young-Laplace von Oberflichenspannung der Mem-
bran und dem Radius des Vesikels R abhéngt: AP = 2¢/R. Damit fiir den
Volumenfluss Q gilt im Gleichgewicht:

v1o/Tp = AP (3.20)
Es folgt damit fiir den Volumenverlust durch die Pore:
3
Q = dv/dt = r,?v, = % (3.21)
0
Abbi . i - !
branpore. mit Raduus R wnd . b
Lange Lp, die der Membrandicke §§§§§§ gggg
entspricht. 'T»

Das Verhaltnis zwischen Membranverbrauch und Volumenverlust durch
Poren entscheidet iiber die Fahigkeit einer Membran zur unlimitierten Par-
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tikelaufnahme. Nach einer gewissen Zeit wird sich ein Gleichgewicht ein-
stellen, in dem sich Membranverbrauch und Volumenausstrom wéahrend der
Partikelaufnahme die Waage halten. Zunéchst gehen wir von einer festen
charakteristischen Porenlebensdauer 7 aus.

3.2.4. Wahrscheinlichkeit von Partikelkollisionen mit der Oberfldche

Die Kinetik der Partikelaufnahme wird bei endlicher Konzentration von Parti-
keln an der Vesikeloberflache natiirlich auch durch die Wahrscheinlichkeit von
Kollisionen zwischen Partikeln und der Membran beeinflusst. Um die bisheri-
gen Uberlegungen in einen zeitlichen Bezug zu setzen, miissen wir also wissen,
wieviele Partikel innerhalb eines Zeitintervalls auf die Membran treffen. I’
soll hier eine Art ,,Anklopffrequenz® bezeichnen, also die durchschnittliche
Anzahl der Partikel, die pro Zeiteinheit und Membranfldche auftreffen. Intui-
tiv erwartet man eine Abhéngigkeit dieser Frequenz von der Viskositét des
Losungsmittels. Absorbiert die Membran (nahezu) alle Partikel und befindet
sich das System im Gleichgewicht, so wird I' und damit die Aufnahmera-
te durch den Diffusionsstrom bestimmt, der nétig ist, um Partikel aus der
Umgebung nachzuliefern. Dieser Diffusionsstrom kann durch das Fick’sche
Gesetz beschrieben werden. Befinden wir uns allerdings im Grenzfall sehr
geringer Aufnahmewahrscheinlichkeit, ist das Problem nicht mehr im Rah-
men des Diffusionsgesetzes zu behandeln, da der Diffusionsstrom aufgrund
des Fehlens eines Konzentrationsgradienten verschwindet. Versucht man die
Anklopffrequenz fiir Teilchen zu bestimmen, die in der Néhe einer Wand
einen Random-Walk ausfiihren, so scheitert man an der fraktalen Struktur
der Brownschen Molekularbewegung. Eine Teilchentrajektorie, die die Wand
trifft, trifft sie quasi mehrmals auf kleinerer Gréfsenskala. Fiir infinitesimale
Schrittléngen, wie sie in einer Fliissigkeit im allgemeinen angenommen wer-
den, wiirde dies zu einer Divergenz der Anklopffrequenz fithren. Die exakte
Bestimmung der Anklopffrequenz fiir Partikel in einer viskosen Fliissigkeit
ist damit nicht so trivial wie es auf den ersten Blick scheint und bediirfte
einer numerischen Loésung der Bewegungsgleichungen unter Berticksichtigung
der Partikeltragheit zur Behandlung der Stofe mit der Wand . Eine andere
Herangehensweise zur Abschéitzung von I', wire die Annahme einer sinnvollen
freien Weglange A, die letztlich jedoch nur empirischer Natur sein kann.

Eine weitaus elegantere Moglichkeit ergibt sich aus einem thermodynamischen
Ansatz. Die Partikel mit einer lokalen Konzentration Cg an der Oberfliche
erzeugen einen Partialdruck p = C4K, T auf die Membran, der sich aus der
Summe vieler Partikelstofte zusammensetzt. Nehmen wir an, dass das thermi-
sche Gleichgewicht erreicht ist und die Partikel ausreichend verdiinnt sind,
sodass ihr Volumen und gegenseitige Wechselwirkungen vernachléssigbar sind,
kann das Problem analog zur kinetischen Gastheorie des idealen Gases behan-
delt werden. Dort wird zwar angenommen, dass sich die Teilchen zwischen
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den Stofen auf geraden Bahnen bewegen, Ludwig Boltzmann begriindet
aber, warum die kinetische Gastheorie auch zur Beschreibung geloster Stoffe
angewendet werden kann [12]:

,Die Salzmolekiile bewegen sich im allgemeinen zwar nicht wah-
rend einer endlichen Zeit in geradliniger Bahn; da aber die kri-
tische Ebene eine mathematische Ebene ist und die Zeit 7 |...|
beliebig klein gewéahlt werden kann, so kann der Weg jedes Salz-
molekiils [...] trotzdem als geradlinig betrachtet werden.“

Wir nehmen an, dass in einem Zeitabschnitt T im Mittel ein Impulsiibertrag
< AJ > erfolgt. Fiir T — dt gilt:
d/
dF = pdA = C,K,TdA = Fri I'(A]) (3.22)
wobei (AJ) den Erwartungswert des Impulsiibertrags pro Teilchenstofs bezeich-
net. Im thermodynamischen Gleichgewicht, in dem die Geschwindigkeiten
der Teilchen Maxwell-verteilt sind, gilt fiir den Impulsiibertrag wéhrend eines

StoRes weiterhin:
’32
(A]) =2m(v) = 7mka (3.23)

Aus den Gleichungen 3.22 und 3.23 ergibt sich zusammen ein Ausdruck fiir
die Anklopffrequenz an einem Flachenabschnitt dA:

= ”kBTc dA 3.24

Diese ist jetzt also unabhingig von der Viskositat des Mediums und kann

jederzeit berechnet werden, solange die Teilchenkonzentration Cg an der
Oberflache sowie deren Masse bekannt ist.
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3.3. Implementierung eines ersten numerischen Modells

Betrachtet man das in Abschnitt 3.2.1 beschriebene Phasendiagramm und
bezieht die Moglichkeitmit ein, dass ein Vesikel iiber transiente Poren Vo-
lumen verlieren kann, so kann man erwarten, dass bei einer ausreichenden
Porengrofie und -stabilitat ein Punkt erreicht wird, in dem das Vesikel in
unbegrenztem Mafse Partikel aufnehmen kann und diese Aufnahme nicht
durch die steigende Membranspannung gebremst wird. Es tritt also eine neue
Phase des Aufnahmeverhaltens auf.

Die Untersuchung eines Phasendiagramms unter dieser Annahme erfolgte
in einer einfachen zeitdiskreten Berechnung, in der bei jedem Schritt die
Fahigkeit des Vesikels zur Aufnahme durch Bedingung 3.13 gepriift wird.
Dabei 6ffnet jede Aufnahme eines Partikels eine metastabile Pore und der
Volumenverlust durch alle vorhandenen Poren wird nach Gleichung 3.21
bestimmt. Schlieflich wird die Anzahl sich schlieffender Poren berechnet,
wobei fiir die Verschlusswahrscheinlichkeit eine Poisson-Verteilung entspre-
chend des Verhéltnisses von Porenlebensdauer T und Simulationsschrittlange
angenommen wird (siche Abbildung 3.10).

Die Simulation bricht ab wenn eine der folgenden Bedingungen erreicht ist;
das Abbruchkriterium identifiziert die Aufnahmephase:

1. Keine Wechselwirkung: Die Biegeenergiedichte gy, iibersteigt die Adha-
sionsenergiedichte g,4q. Entsprechend werden Partikel nicht umhiillt.

2. partielle Umhiillung: Die Biegeenergie erlaubt eine teilweise Umbhiillung
von Partikeln, jedoch nicht deren vollstdndige Aufnahme.

3. Limitierte Aufnahme: Nach der vollstéindigen Aufnahme einer gewissen
Anzahl von Partikeln sind alle Poren verschlossen und die Membran-
spannung verhindert eine weitere Aufnahme.

4. Unlimitierte Aufnahme: Der Volumenverlust durch Poren wird so grofs,
dass die Membranspannung trotz der Aufnahme aller ankommenden
Partikel kontinuierlich abnimmt und das Vesikel schrumpft. Nach Young-
Laplace erhoht sich der Uberdruck des Vesikels bei konstanter Ober-
flachenspannung mit kleiner werdendem Vesikelradius. Demnach ist
davon auszugehen, dass ein Vesikel unter diesen Bedingungen schrump-
fen wiirde, bis kein Medium mehr vorhanden ist (V = A = 0). In der
Realitédt wiirde die Aufnahme natiirlich zuvor durch die endliche Dichte
der eingeschlossenen Partikeln beendet.

Die Abbruchbedingungen 1-3 entsprechen den unterschiedlichen Phasen

im Phasendiagramm 3.5. Abbruchbedingung 4 entspricht der unlimitierten
Aufnahme.
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Abbildung 3.10. Schematische Darstellung des zur Beschreibung der Partikelaufnahme
verwendeten Modells

:

Die Simulationsparameter wurden Literaturdaten entnommen, wobei fiir
einige eine grofte Unsicherheit besteht. Wihrend die Elastizitdtsmoduln relativ
gut untersucht sind, bestehen in puncto Porenparameter und Adhéasionsstarke
grofe Unsicherheiten und es kénnen zunéchst lediglich plausible Schéatzwerte
verwendet werden.

Tabelle 3.1.  Simulationsparameter

Parameter Wert
Biegesteifigkeit K}, 4 x 10729 ]|58|
Flachenkompressionsmodul K, | 230 mN/m [59]
Membrandicke d 2,8 nm|60]
Porenradius 7, 9nm
Porenlebenszeit t 500 ms

Fiir typische Porenlebenszeiten konnen beispielsweise Experimente mit
sblack lipid membranes“ (BLM) herangezogen werden. Diese freistehenden,
flachen Membranen ermoglichen die Messung eines Transmembranstroms
bei Anlegen einer Spannung [61]|. Insbesondere nahe der Phasenumwandlung
wurden quantisierte Leitfahigkeitsspriinge gefunden und mit transienten Poren
assoziiert, die durch thermische Fluktuation entstehen [62]. Bei Membranen,
die in Zusammensetzung und Umgebungsbedingungen mit unseren Vesikeln
vergleichbar sind, wurden Porenlebensdauern von der Gréfenordnung 1 X
1072 s bis 2 x 1071 s beobachtet.
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3.4. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 3.11 illustriert ein Ergebnis der Simulation fiir die Parameter, die
in Tabelle 3.1 aufgefiihrt wurden. Alle erwarteten Aufnahmephasen treten hier
auf. Die untersuchten Partikelgrofen entsprechen typischen Grofen zelluldrer
Cargo, sowie den spéter in den Experimenten verwendeten Silica—Partikeln.
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Abbildung 3.11. Durch die beschriebene Simulation erzeugtes Phasendiagramm fiir
Poren mit: T = 500 ms, (A) Rp = 5nm, (B) Rp = 2 nm. Das Phasendiagramm entspricht
weitgehend einer vereinfachten Version des Modells von Deserno et al. [47]. Zusétzlich
existiert jetzt aber eine Phase, in der der Volumenausstrom durch die Poren ausreicht
um unbeschrankt viele Partikel aufzunehmen.

Die Abbildung zeigt auch den Vergleich mit dem Ursprungsmodell von
Deserno et al. Offensichtlich werden dessen Schliisseleigenschaften auch in
dieser vereinfachten Simulation gut wiedergegeben. Abweichungen ergeben
sich vor allem fiir sehr kleine Vesikel bzw. Partikel, da hier die Form des
Gesamtkomplexes von der idealisierten Form zunehmend abweicht. Durch die
Vernachlassigung der in der Halsregion gespeicherten Biegeenergie und der
damit verbundenen Linienspannung ergibt sich aufterdem ein leichter Shift
der Phasengrenze zwischen partiellem und vollem Einschluss. Der wichtigs-
te Unterschied zum bisherigen Modell ist jedoch das Auftreten der Phase
unbegrenzter Aufnahme (dunkelblauer Bereich), die Gegenstand der wei-
teren Betrachtung sein soll. Die Ausdehnung dieser Phase ist, wie in der
obigen Abbildung gezeigt, natiirlich abhéngig von den Poreneigenschaften
und Materialparametern der Membran.

In den spéter beschriebenen Experimenten werden ausschlieflich Vesikel
verwendet, deren Grofe in einem engen Bereich um Ry = 10 um liegt. Es
macht daher Sinn, die Auswirkungen der Poreneigenschaften bei (quasi) kon-
stanter Vesikelgrofle zu untersuchen. Dafiir eignet sich die Betrachtung eines
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3. Entwicklung eines Modells zur unlimitierten Partikelaufnahme

Schnitts durch das Phasendiagramm, der senkrecht zur R-Achse steht bei
Variation der Adhésionsstiarke g,q. Sowohl im Hinblick auf die biologische
Bedeutung, als auch die experimentell sinnvollen Parameterbereiche, soll das
Augenmerk hier auf den Phasengrenzen der unlimitierten Aufnahme liegen.
Abbildung 3.12 (a) gibt das Ergebnis der Simulation fiir die in Tabelle 3.1 auf-
gefithrten Parameter wieder. Es ist unschwer zu erkennen, dass ein Optimum
der Partikelgrofe fiir die unlimitierte Aufnahme existiert, das im Bereich von
ca. r = 15nm liegt. Es sei hier darauf hingewiesen, dass sich dieser Wert
, wie bereits angesprochen, sehr haufig auch als Optimum der Partikelauf-
nahme in lebenden Systemen wiederfindet. Sowohl fiir kleinere, als auch fiir
grofsere Partikeldurchmesser nimmt die minimal notwendige Adhésionsstérke
fiir eine Aufnahme rapide zu. Fiir Partikel r > 50 nm diirfte eine unbegrenzte
Partikelaufnahme fiir das hier betrachtete System gar nicht mehr stattfinden.
Wir werden spéter aber sehen, dass das experimentelle Ergebnis sich anders
darstellt. Auch in lebenden Systemen werden Partikel dieser Grofe noch sehr
gut aufgenommen. An dieser Stelle sollte man sich aber klar machen, wann
ein Aufnahmeprozess unter den gegebenen experimentellen Randbedingungen
als ,unlimitiert“ erkannt wird. Da die Beobachtungszeit in den Experimenten
aus methodischen Griinden auf etwa 30 min beschrénkt ist, wurde in [32]
eine ,scheinbar unlimitierte Aufnahme so definiert, dass innerhalb dieser
Zeit lediglich eine signifikante Schrumpfung des Vesikels verzeichnet werden
muss. Abbildung 3.12 (a) zeichnet bei Bild unter genau dieser Definition: Hier
bezeichnet die dunkelblaue Phase den Parameterraum, in dem das Vesikel
wahrend der Beobachtungszeit um mindestens 1% schrumpft. Nach diesem
Modell existiert ein optimaler Partikelradius von r = 17 nm, bei dem eine un-
begrenzte Partikelaufnahme schon bei sehr kleinen Wechselwirkungsenergien
auftritt. Selbst bei der aufgeweichten Definition unbegrenzten Wachstums
sind fiir die Aufnahme von Partikeln mit einem Durchmesser von 200 nm
bereits Wechselwirkungsenergien von ca. 4 mJ/m? erforderlich. Dieser Wert
liegt deutlich oberhalb der experimentell gefundenen Werte — selbst fiir hohe
Ionenkonzentrationen [49]|. Da die Wechselwirkungsenergie stark vom indi-
viduellen Kolloid-System abhéngt, sollten direkte Messungen der Adhésion
zwischen den hier betrachteten Partikeln und Vesikeln in unterschiedlichen
Elektrolyten durchgefiihrt werden. Diese Untersuchung ist Gegenstand des
néichsten Kapitels.
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3.4. Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 3.12. [Ubernommen aus [40]] (A) Darstellung des tatsachlichen Phasendia-
gramms fir variable Adhasionsstdrke und PartikelgroRe. Eine unbegrenzte Aufnahme
von Partikeln mit 7 > 40 nm ist extrem energieaufwendig und unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen quasi unmoglich. (B) Die gleiche Darstellung mit einer
aufgeweichten Definition unbegrenzter Aufnahme. Es wird davon ausgegangen, dass
eine eigentlich begrenzte Aufnahme von groRen Partikeln im Experiment u.U. nicht von
einer unbegrenzten Aufnahme unterschieden werden kann, da in beiden Fillen eine
deutlich sichtbare Schrumpfung des Vesikels iber die Beobachtungszeit stattfindet. Als
Grenzwert fir eine solche ,scheinbar unbegrenzte Aufnahme” legen wir eine Schrump-
fung der Vesikeloberflache um mindestens 1 % fest. Es wird deutlich, dass nach dieser
Definition auch eine Aufnahme von grofRen Partikeln falschlicherweise als unbegrenzt
interpretiert werden kann.
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4. lonenstarke und Adhasion

Wie im vorigen Abschnitt deutlich wurde, fehlen fiir eine quantitative Be-
trachtung der oben beschriebenen Aufnahmemechanismen weitere Informa-
tionen zu den Adhésionskréften zwischen Lipidmembran und Partikelober-
flache. Die direkteste Moglichkeit zur Messung solcher Krifte bieten die
Kraftspektroskopie mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM) an festkorperge-
stiitzten Membranen (Solid Supported Membranes, SLBs) oder &hnliche
Methoden. Entsprechende Experimente unter Verwendung des hier bespro-
chenen Membran—Partikelsystems, die in [63] verdffentlicht wurden, werden
nun vorgestellt.
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4. Tonenstarke und Adhéasion

4.1. Einleitung

Unter biologischen Bedingungen héngt die Adhésionsstiarke g,q von vielen
Faktoren ab. Zum einen treten physikalische Wechselwirkungen auf, wie sie
bereits in Abschnitt 3.2.2 beschrieben wurden, zum anderen spielen spezifische
Bindungen eine wichtige Rolle. Diese entsprechen starken Wechselwirkungen
zwischen Membranproteinen und entsprechenden Bindungsstellen an Partikeln
beziehungsweise Biomolekiilen. Fiir unser Modellsystem konnen wir uns aber
auf physikalische Kréfte beschranken. Wir gehen wie in 3.2.2 beschrieben
davon aus, dass die Anwesenheit von Ionen zu einer Adhésion zwischen der
Silica-Oberflache der Partikel und neutralen Lipidmembranen fiihrt. Dass dies
zur Aufnahme von Partikeln fiihren kann, zeigen sowohl unsere Experimente,
als auch diverse Untersuchungen anderer Gruppen ([33], [46], [64], u.v.m.).
Welche Krifte konkret dafiir verantwortlich sind, wird aber nur selten nidher
untersucht.

Neben Vesikeln sind SLBs ein weiteres sehr hiaufig verwendetes Modellsys-
tem zur Untersuchung von Zellmembranen und insbesondere deren lateralen
Dynamik [65], [66]. Offensichtlich sind SLBs aber auch gut geeignet, um
Substrateinfliisse auf Lipidmembranen zu untersuchen|67], [68]. Aus dem
experimentellen Blickwinkel eignen sich SLBs aufgrund ihrer einfachen Her-
stellung und Handhabbarkeit auch fiir Kraftspektroskopie-Experimente sehr
gut.

Mithilfe eines optimierten Messsystems (surface force aperatus, SFA) wur-
den in [49] bereits entsprechende Versuche durchgefiihrt. Allerdings beschrank-
ten sich diese Messungen auf lediglich zwei verschiedene Ionenstérken: Reinst-
wasser (I = 0), sowie phosphatgepufferte Salzlosung (I = 150 mM). Hier
bestétigte sich der erwartete Trend, dass sich die Oberflachen in der Gegen-
wart von lonen stérker anziehen (siche Abschnitt 3.2.2). Um einen echten
quantitativen Zusammenhang zwischen Ionenstiarke und Adhésionsenergie
zu erhalten, wurden nun Messungen mit einem Rasterkraftmikroskop fiir
unterschiedliche Konzentrationen von NaCl durchgefiihrt [63].
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4.2. Materialien und Methoden

Fiir die Untersuchungen musste eine definierte Silica-Oberfliche zur Verfii-
gung gestellt werden. Zu diesem Zweck wurden spitzenlose AFM-Cantilever
mit Silica-Mikrokugeln versehen. Die Herstellung wird in [63] bzw, in An-
hang A.1.4 im Detail beschrieben. Fiir die Messung wurden des Weiteren
festkorpergestiitzte Lipidmembranen durch die Fusionierung kleiner unilamel-
larer Vesikel (SUV) auf Glas- bzw. Mica-Oberflachen erzeugt. Abbildung 4.1
skizziert den entsprechenden Versuchsaufbau.

Abbildung 4.1. [lbernommen aus [63]] Experimenteller Aufbau: Auf einem festen
Substrat (Glas oder Mica) wird eine Lipiddoppelschicht erzeugt. Ein mit einer Silica-Kugel
versehener AFM—Cantilever wird in Kontakt mit der Lipidoberflache gebracht und Kraft—
Abstandskurven werden bestimmt.

Die Kugeloberflache wurde vor jeder Messung griindlich gereinigt, wobei der
letzte Reinigungsschritt in einer Sauerstoff-Plasmareinigung fiir 30 s bestand.
Anschlieffend wurde der Cantilever fiir 30 min in der jeweiligen Messlosung
gelagert, um die bei der Plasmareinigung aktivierte Oberfliche abreagieren
zu lassen. Kraft—Abstand—Kurven wurden mit einem Rasterkraft—Mikroskop
(Nano Wizard mit BioCell, JPK, Berlin) aufgenommen. Fiir jeden Messpunkt
wurden nun mehrere hundert Einzelmessungen an verschiedenen Positionen
einer Doppelschicht durchgefiihrt, um eine spétere statistische Aussage iiber
die Adhasionskraft treffen zu konnen. Liegt eine attraktive Wechselwirkung
vor, so zeigen sich charakteristische Abrisskurven (siehe Abbildung 4.2), die
folgendermafen beschrieben werden kénnen:

e Die Messspitze wird zunéchst an die Oberfliche angenéhert, bis eine
Anpresskraft von 80 nN erreicht ist.

e Diese Position wird fiir 5s gehalten, um dem System die Moglichkeit
zur Relaxation zu gegeben.
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4. Tonenstarke und Adhéasion

e Schlieklich wird die Messspitze wieder vom Substrat entfernt. Beim
Zuriickziehen der Spitze haftet die Spitze zundchst am Bilayer, bis bei
der Kraft F;, ein Abriss und damit ein Sprung in der Kraftkurve auf
F = 0 erfolgt.

Es sei darauf hingewiesen, dass die genauen Messsparameter, wie Anpress-
kraft und Haltezeit einen Einfluss auf die hier dargestellten Ergebnisse haben.
Details dazu konnen der entsprechenden Publikation [63] entnommen werden.
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Abbildung 4.2. [adaptiert aus [63]] Typische Kraft-Abstandskurve auf einem Glas—
Substrat (Anndherungsgeschwindigkeit: 0,5 um/s, Anpresskraft: 80 nN, Riickzugsge-
schwindigkeit: 0,21 um/s). Die drei skizzierten Phasen werden im Text beschrieben.

Die Abrisskraft F,, also die Minimalkraft die widhrend der Messung
erreicht wird, gibt Auskunft iiber die Adhésionsstarke. Die Adhésionsenergie
Jad, kann man nach der Derjaguin-Approximation mit dem effektiven Radius
der Silica-Kugel R berechnen:

F min

= 4.1

Diese Naherung ist giiltig, solange die Debeye-Lange Ap im verwendeten
Medium deutlich kleiner ist, als der Radius der verwendeten Kugel [69], [70].
Fiir alle hier untersuchten Proben gilt Ap < 2,5 nm <« Rp, da alle untersuchten
Proben zumindest gepuffert sind und somit in allen Féllen eine signifikante
Ionenstarke besitzen.

Die Messungen erfolgten in 15 mM HEPES-Losung mit unterschiedlichen
Konzentrationen von NaCl. Als Substrate fiir die Herstellung von SLBs dien-
ten sowohl gespaltene Mica-Slides mit atomar glatter Oberfliche, als auch
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4.2. Materialien und Methoden

Tabelle 4.1. Parameter fir die Kraftspektroskopischen Untersuchungen

Mica Glas
Annéherungsgeschwindigkeit 0,5um/s | 0,5um/s
Anpresskraft 26 nN 80 nN
Pause bei konstantem Abstand | 0s 5s
Riickzugsgeschwindigkeit 0,21 um/s | 0,21 um/s

Glas-Objekttriager mit typischen Rauigkeiten von 1 nm. Als Lipid diente in
allen Versuchen schwach mit 0,05 % DiOC;4 fluoreszenzmarkiertes DOPC.
Die Herstellung ist in [63] detailliert beschrieben. Zunéchst wurde wéssrige
Lipidlosung intensivem Ultraschall ausgesetzt um stark gespannte SUVs her-
zustellen. Griindlich gereinigte Substrate wurden fiir 60 min mit der Losung
inkubiert, die danach gegen die gewiinschte Pufferlosung getauscht wurde. Die
Integritat des SLB wurde vor Experimentbeginn mittels FRAP (fluoresence
recovery after photobleach, [65]) gepriift.

Die verwendeten Parameter fiir die AFM—Messungen sind in Tabelle 4.1
zusammengefasst.
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4. Tonenstarke und Adhéasion

4.3. Ergebnisse und Diskussion

Wie in Abbildung 4.3 dargestellt, ergibt ich auf Mica—Substraten zunéchst ein
qualitativ dhnliches Bild wie bei Anderson et al. [49]. In Reinstwasser werden
keine attraktiven Kréfte registriert. Nach einer Zugabe in HEPES-gepufferter
NaCl-Losung mit einer Na -Ionenstérke von 75 mM treten deutliche Abriss-
krafte auf.
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Abbildung 4.3. [adaptiert aus [63]] Vergleich typischer Kraft-Abstands-Kurven fir
Reinstwasser und 75mM gepufferter NaCl-Losung. Wahrend in ionenschwacher Umge-
bung keine Adhasion auftritt, zeigt sich bei hoherer lonenstarke eine klare Anziehung
zwischen Silica-Oberflache und SLB. Hier tritt wahrend der Retraktion eine negative Kraft
auf, bis schlieflich der Kontakt zur Oberflache abreilit.

Wird dieser Versuch bei konstanter Ionenstiarke mehrfach wiederholt, so
zeigen die Abrisskréfte eine statistische Verteilung (siehe Abbildung 4.4).
Werden die Messungen zusétzlich fiir mehrere Proben (individuelle Bilayer)
wiederholt, streuen die Mittelwerte der Verteilungen von Einzelproben noch
deutlicher. Der qualitative Verlauf der Gesamtheit dieser Messungen auf
Mica-Substraten weist aber grundsétzliche Eigenschaften autf:

1. Ab einer NaCl-Konzentration von ca. 15 mM nimmt die Adhéasionskraft
mit der Ionenstarke zunédchst stark zu.

2. Im Bereich zwischen 40 mM und 80 mM séttigt die Adhésionsstérke
unterschiedlich schnell auf Werte um g,q = 60 uJ/m?2.

Die Messungen sind prinzipiell gut reproduzierbar, allerdings betragt der
daraus ermittelte Maximalwert fiir die Adhésionsstiarke lediglich g,q =
60 uJ/m? und liegt damit mehr als eine Grofenordnung unter dem von
Anderson et al. gefundenen Wert.
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4.3. Ergebnisse und Diskussion

fauanball 3 ARR\RY

Abbildung 4.4. [adaptiert aus [63]] Auftragung einer gesamten Messreihe fiir einen

SLB. An jedem Messpunkt (lonenstdrke) wurden zwischen 144 und 180 Messkurven
aufgenommen.

Ein vollig anderes Bild zeigt sich, wenn nicht Mica- sondern Glassubstrate
verwendet werden. In diesem Falle weichen die Ergebnisse fiir unterschiedliche
Proben derart stark von einander ab, dass keine sichere quantitative Aussage
getroffen werden kann (Siehe Abbildung 4.5). Wihrend in einigen Proben keine
Adhésion gemessen wurde zeigen andere Wechselwirkungsenergien bis g,q =
1,5 mJ/m?. Dieser Wert stimmt wiederum in seiner Gréfenordnung sehr gut
mit den von Anderson et al. gemessenen Werten fiir DMPC-Bilayer iiberein.
Wir konnten auferdem beobachten, dass die Messwerte auf Glas, im Gegensatz
zu denen auf Mica, stark von den gewéhlten AFM-Parametern abhéngen. Erst
ab einer gewissen Anpresskraft und Wartezeit findet man hier fiir eine Probe
relativ konstante Werte. Die Griinde fiir das stark unterschiedliche Verhalten
der SLBs auf Glas und Mica werden in [63| weiter diskutiert, bleiben aber
Gegenstand von Spekulation. Die Zeitabhingigkeit weist jedoch darauf hin,
dass langsam ablaufende Relaxationsvorgéange eine wichtige Rolle spielen.

In der Gesamtschau zeigen diese Untersuchungen also, dass die Adhésions-
kraft zwischen Silica und Lipidmembranen bei Erh6hung der Ionenkonzentra-
tion wie erwartet zunimmt. Im Detail fallt die Interpretation jedoch schwer,
da die Ergebnisse offensichtlich sehr stark vom verwendeten Substrat und den
spezifischen Messparametern abhidngen. Fiir Mica-SLB konnen systematische
und reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden. Allerdings werden hier ledig-
lich sehr geringe Adhésionskrifte gemessen. Betrachtet man die typischen
Energiebeitrige aus Abschnitt 3.2.1, so fillt sofort auf, dass die gemessenen
Werte fiir die Adhésionsenergie noch nicht einmal ausreichend wéren um die
Biegeenergie wiahrend des Aufnahmeprozesses zu kompensieren. Andererseits
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Abbildung 4.5. [adaptiert aus [63]] Messwerte fiir 3 unterschiedliche SLBs auf Glas-
substrat. Es sind sowohl der Mittelwert als auch Perzentilen fir jede Messung angegeben.
Die gemessenen Werte fiir diese Substrate zeigen nur wenig Abhangigkeit von der lo-
nenstarke und weichen stark voneinander ab.

zeigen die Versuche auf Glas um Gréfsenordnungen héhere Adhésionsstérken,
die jedoch nur sehr schlecht reproduzierbar sind. Verldssliche quantitative
Aussagen zu der Adhésionsstirke g,q bei freien Membranen sind daher kaum
abzuleiten. Die zuvor in den Modellrechnungen gemachten Annahmen fiir
die maximale Adhésionsstirke von g,q ~ 1,5 mJ/m? erscheinen vor diesem
Hintergrund trotz alledem verniinftig und der Bereich der grofsten Verdnde-
rung der Adhésionsstéarke scheint im Bereich einer Ionenstéarke von 15 mM
bis 50 mM zu liegen. Fiir eine genauere Untersuchung der Adhésionsstér-
ke waren experimentelle Daten notig, die direkt aus der Wechselwirkung
zwischen Partikeln und freien Lipidmembranen gewonnen werden, z.B. aus
Pipettenaspiration von Vesikeln oder black lipid membranes. Erste derartige
Experimente wurden im Rahmen dieser Arbeit zwar unternommen, schei-
terten aber an der Instabilitdt der Membranen unter Partikeleinfluss. Eine
Weiterfithrung der Versuche wiére sicherlich interessant, bediirfte aber einer
deutlichen Optimierung der entsprechenden Methoden.

Stattdessen soll im folgenden Kapitel die Frage untersucht werden, ob der
theoretisch erwartete Ubergang von ,keiner Wechselwirkung” zu ,unlimitierter
Aufnahme* tatséchlich auch im Experiment im Bereich von [NaCl] = 50 mM
stattfindet. Dies wire ein Indiz dafiir, dass die in SLBs gefundenen Krifte
auch fiir die Partikelaufnahme freier Vesikel verantwortlich sind.
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5. Experimentelle Untersuchung der Partikelaufnahme

In diesem Kapitel werden nun im Detail die experimentellen Ergebnisse zur
Aufnahme von Silica—Nanopartikeln durch Lipidvesikel vorgestellt und im
Lichte der oben entwickelten Vorstellungen diskutiert. Veroffentlicht wurden
diese Ergebnisse in [32] und [40].
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5. Experimentelle Untersuchung der Partikelaufnahme

5.1. Experimentelle Methoden
5.1.1. Versuchsablauf

Verlauft ein endozytosedhnlicher Prozess kontinuierlich, so wird dabei Mem-
branfldche des Vesikels verbraucht. Die entstehende Membranspannung muss
durch Volumenverlust und damit mit einer Schrumpfung des Vesikels einher
gehen. Die durchgefithrten Experimente basieren auf einer prinzipiell sehr
einfachen Versuchsanordnung die in Abbildung 5.1 skizziert ist. Die Messme-
thodik soll hier nur sehr kurz Umrissen werden, um dem Leser eine bessere
Vorstellung der beschriebenen Ergebnisse zu ermdglichen. Detailliertere Be-
schreibungen und Rezepte finden sich in Anhang A.1.

Riesenvesikel (GUV) wurden durch Elektroformation hergestellt, wobei
Sucroselosung das Vesikelmedium darstellt. Die GUVs wurden in einer Ka-
pillarkammer mit Silica-Nanopartikeln vermischt, die wiederum in einer ge-
pufferten Glucoselosung dispergiert wurden. Fiir Experimente in denen die
Membran sichtbar sein sollte, wurde sie mit 0,05 mol% des Fluoreszenzfarb-
stoffes DiOCy4 markiert. Die Nanopartikel waren hingegen nur in einigen
Féllen mit einem Fluoreszenzmarker versehen (siehe A.2.2). Dieser Fall erlaubt
eine separate Beobachtung beider Systemkomponenten durch alternierende
Aufzeichnung beider Fluoreszenzkanile.

Die hohere Dichte der Sucroselésung innerhalb des Vesikels im Vergleich
zum externen Medium fiihrt dazu, dass die Vesikel auf den Kammerboden ab-
sinken, was die Beobachtung im Fluoreszenzmikroskop erheblich vereinfacht.
Allerdings birgt dieses Verfahren auch die Gefahr einer starken Wechselwir-
kung der Vesikelmembran mit dem Kammerboden . Um eine Verfalschung der
Messergebnisse oder gar ein Platzen der Riesenvesikel zu verhindern, wurde
der Boden der Kammer mit Agarose-Gel beschichtet (A.1.3), das zu einer
sterischen Abstoffung der Vesikel fiihrt und so ungewollte Adhésion verhin-
dert. Die nahezu perfekt sphéarische Form und das auftreten von sichtbaren
Membranundulationen ohne den Einfluss von Partikeln zeigt, dass die Adhéa-
sion durch dieses Verfahren auf ein vernachlassigbares Mafs reduziert wird.
Das externe Medium enthélt die suspendierten Partikel, HEPES, NaCl sowie
Glucose. Da die Oberflachenladung der Nanopartikel vom pH-Wert abhéngt,
muss dieser bei pH7 stabilisiert werden. Deshalb enthélt die Pufferlosung
15mM HEPES. Durch die Zugabe von NaCl kann die Ionenstéirke eingestellt
werden, ohne den pH-Wert stark zu beeinflussen. Dabei ist es extrem wichtig,
den osmotischen Druck zwischen interner und externer Losung sorgféltig anzu-
gleichen. Dies geschieht durch Sucrose im Inneren der Vesikel und Glucose in
der Pufferlosung. Wenn nicht explizit erwéhnt, wurde in allen Experimenten
ein osmotischer Druck von 150 mOsm eingestellt und mittels Osmometer
kontrolliert. Der Unterschied der molaren Massen von Glucose und Sucrose
bedingt den oben angesprochenen, gewiinschten Dichteunterschied.

Da der thermodynamische Zustand der Vesikelmembran ihre mechanischen
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5.1. Experimentelle Methoden

Eigenschaften stark beeinflusst, ist es wichtig die Temperatur wahrend des
Experiments exakt zu kontrollieren. Zu diesem Zweck wurde die Kammer-
temperatur mithilfe eines PID-gesteuerten Peltierelements aktiv geregelt. So
konnte eine Temperaturstabilitdat von +0,1 °C erreicht werden.

Die Beobachtung der Vesikel erfolgt durch ein invertiertes Fluoreszenzmi-
kroskop (Zeiss Axiovert 200M) mit angeschlossener Kamera (Hamamatsu
Orca 05G).

Ca~ Glucose

Buffer

Na*

@ o
Silica NP

18 nm — 245 nm

Abbildung 5.1. Schematische Darstellung der Experimente. Die Vesikel liegen auf dem
mit Agarosegel beschichteten Boden einer temperierten Kapillarkammer.

Abbildung 5.2 zeigt ein Vesikel, das iiber eine Dauer von mehreren Minuten
wahrend der Partikelaufnahme beobachtet wurde.

Abbildung 5.2 Ein Vesikel (Li-
pidmembran: grin) wahrend der
Aufnahme von  Nanopartikeln
(magenta). Tritt eine unbeschrankte
Partikelaufnahme ein, geht diese mit
einer deutlichen Schrumpfung des
Vesikels einher. Der Partikel-Kanal
zeigt ausschlieBlich das Fluores-
zenzsignal der Partikel, wahrend
der Membran-Kanal einen geringen
Crosstalk aufweist, der vermutlich
u.U. durch Forster-Transfer zwischen
den beiden Fluorophoren begriindet
sein dirfte. Dennoch kann die
Aufnahme so interpretiert werden,
dass Membranmaterial mitsamt
den Partikeln ins Innere des Vesikels
gelangt.

Der Verlust an Membranoberfliche ist dabei proportional zur Anzahl
aufgenommener Partikel. Wahrend der Aufnahme wurde i.d.R. mehrfach
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5. Experimentelle Untersuchung der Partikelaufnahme

nachfokusiert um den Fokus moglichst nahe an der Ebene des maximalen
Vesikelradius zu halten. Es ist sowohl eine Anreicherung von Partikeln im
Vesikelinneren sowie eine deutliche Schrumpfung des Vesikels zu beobachten.
Die Vesikeloberfliche A(t) wurde, wie in Abbildung 5.3 skizziert aus der
beobachteten Querschnittsfliche beziehungsweise deren mittleren Radius S(t)
entsprechend ermittelt. Wahrend der Phasen ohne Nachfokusierung wurde
der Beobachtungsfehler korrigiert.

+ 24.(t) + A.(0) (5.1)

A(t) = 4R (t)? = 4n<5<t>2 .\ S(0>> A

25(0) 2 | A0)

Abbildung 5.3. Darstellung der geometrischen Verhaltnisse bei der Auswertung.

5.1.2. Kinetisches Modell der Partikelaufnahme und Auswertung

Das im vorigen Abschnitt 3 beschriebene Phasendiagramm zeigt zwar, wann
eine Partikelaufnahme prinzipiell moglich ist, macht aber keine Aussage iiber
den zeitlichen Verlauf des Aufnahmeprozesses. Fiir eine saubere Analyse der
experimentellen Daten wird ein Modell fiir die Aufnahmekinetik jedoch bené-
tigt und soll deshalb hier entwickelt werden. Wir gehen dafiir vom folgenden
Bild aus: Phanomenologisch bestimmen zwei Prozesse die Aufnahmegeschwin-
digkeit in unserem System: die Aufnahmefidhigkeit der Membran selbst, sowie
der Diffusion von Partikeln aus der Umgebung hin zum Vesikel. Abbildung
5.4 skizziert die entsprechende Situation:

Sind in der Umgebung der Membran beliebig viele Partikel vorhanden, so
héngt es von der Relaxation der Membranspannung ab, wie schnell die Parti-
kelaufnahme von statten gehen kann. Im einfachst moglichen Bild kénnen wir
davon ausgehen, dass die Uberschreitung der Membran als diffusiver Prozess
beschrieben werden kann, der durch eine effektive Membranpermiabilitét
P und die Partikelkonzentration an der Oberfliiche CY bestimmt ist. (Der
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Co Abbildung 5.4 Da sich infolge der
Partikelaufnahme eine Verarmungs-
zone in der Umgebung des Vesikels
ausbildet, ist der Prozess durch zwei
Faktoren limitiert. Die Diffusion von

- Partikeln entlang des Konzentrations-
gefélles hin zum Vesikel ist als Diffusi-
/Iht onsstrom I dargestellt, die eigentli-

Ci= che Aufnahme der Partikel durch die
Membran als Internalisierungsstrom

Iint'

Index N bezeichnet dabei die Partikelkonzentration im Gegensatz zur sonst
verwendeten Oberflichenkonzentration C4 = CN4mr2.)

Gehen wir davon aus, dass sich keine freien ()nicht von Membran umschlos-
senen) Partikel innerhalb des Vesikels befinden (CN = 0), so gilt fiir den
Partikelstrom I;,; = AN /dt:

line = Cév(t)PA (5.2)

Um einen entsprechenden Ausdruck fiir den Diffusionsstrom I g zu erhalten,
nutzen wir, dass im Fliefsgleichgewicht fiir die Diffusionsstromdichte j(r)
gelten muss:

_ 14 dch
j(r) = Amr? T dr

Die zweite Identitét folgt aus dem 1. Fick’schen Diffusionsgesetz. Mit den
Randbedingungen CN(R) = CY und €V (o) = C,, folgt:

(5.3)

Igs = 4nD(CY — CHR (5.4)

Soll sich das Konzentrationsprofil im Gleichgewicht befinden, miissen
Diffusions- und Internalisierungsstrom gleich grof sein (Ijn; = Igir = I).
C SA kann damit eliminiert werden und es folgt:

_ 24/mCEDPA
~ pPVA+2yaD
Ersetzt man nun die Partikelkonzentration CY durch die entsprechende

Oberflichenkonzentration CA = CN4nr?, so erhalten wir eine Differentialglei-
chung fiir die zeitliche Anderung der Vesikeloberflache:

(5.5)

da@) _ 2/mCADPA(t)
dt —  pJA(t) + 27D

(5.6)
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5. Experimentelle Untersuchung der Partikelaufnahme

Die Losung dieser Differentialgleichung kann als Fitfunktion fiir die Aus-
wertung der experimentellen Ergebnisse genutzt werden:

2
eD‘/_ céopt
2 D2
4D~ 2

At) =

b2 (5.7)
Die Konstante K folgt aus der Integration und 2B bezeichnet die Lambert-W-
Funktion.

Einfache Approximationen fiir diese Formel lassen sich aus 5.6 ableiten.
Fiir den Fall PYA << D, also fiir permeabilitétslimitierte Aufnahme gilt:

dA

— = —CAPA(t .

@ ®) (5.8)
und somit

A(t) = AgeCP (5.9)

mit der Anfangsoberfliche Ay = A(t = 0).
Fiir diffusionslimitierte Aufnahme (PvVA >> D) gilt dagegen

dA
e —2/mCAD\/A(L) (5.10)
und damit die Lésung:
1
A() = Ao — 5\/TACADL + nCAZ D22 (5.11)

was einer nach oben geoffneten Parabel entspricht, deren Scheitelpunkt auf
der x-Achse liegt. Physikalisch sinnvoll ist natiirlich nur die linke Seite die-
ser Parabel. Nach Erreichen des Scheitelpunkts bleibt die Vesikeloberfliche
unverdndert bei A = 0.

Zur Charakterisierung eines Systems bzgl. dieser beiden Grenzfille ist es
sinnvoll, die dimensionslose Kenngrofse X einzufiihren:

X := PVA/D (5.12)

Fir X >> 1 ist das Aufnahmeverhalten im Wesentlichen durch die Diffusion
der Partikel zum Vesikel bestimmt wahrend fiir alle X << 1 die Membran-
permeabilitit die mafigebliche Grofse ist. Fiir X = 1 spielen beide Aspekte
eine tragende Rolle. Offensichtlich gilt dX/dt < 0, d.h. mit fortschreitender
Partikelaufnahme gewinnen die spezifischen Membraneigenschaften mehr und
mehr Einfluss.
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Abbildung 5.5. Vesikel wahrend der Partikelaufnahme. (links) Die Oberflachenabnah-
me ist bereits in den Rohdaten deutlich zu erkennen. (rechts) Die grafische Analyse mit
Imagel liefert den zeitlichen Verlauf der Vesikeloberflache. Die rote Linie ist das Resultat
der Anpassung des empirischen Modells 5.7 an die Messdaten

Abbildung 5.5 zeigt ein Vesikel, wihrend der Aufnahme von 20 nm-Partikeln,
sowie einen Graphen, der die entsprechende Entwicklung der Vesikeloberfla-
che darstellt. Offensichtlich ist das Modell 5.7 hervorragend dazu geeignet,
das Schrumpfverhalten der Vesikel {iber einen langen Beobachtungszeitraum
zu beschreiben. Allerdings wurde in den hier folgenden Experimenten nicht
in allen Féllen eine derart lange Beobachtungszeit eingehalten. Stattdessen
wurde die Anfangssteigung der Schrumpfungsrate dA(t)/dt innerhalb der
ersten Minuten bestimmt. In diesem Falle ist es gerechtfertigt, Gleichung
5.7 zu linearisieren und nur die anfangliche Schrumpfrate 1/A4, - dA(t)/dt zu
betrachten. Abhéangig vom dominierenden Prozess ist diese dann ein Malfs fiir
die Diffusionskonstante der Partikel (im Falle sehr permeabler Membranen)
oder fiir die Membranpermeabilitét.

1 dj4(t) t—0 A

bzw.

1 dA(t) t-0 T
— —> DCA |— 14
A, dt Ao (5.14)
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5. Experimentelle Untersuchung der Partikelaufnahme

5.1.3. Materialien

Die Herstellung von Riesenvesikeln erfolgte durch die erstmals von Angelova
et al. beschriebene Elektroformation [71] und wird in Anhang A.1.1 im Detail
beschrieben. Dabei wird zunéchst die gewiinschte Lipidmischung in einer
Chloroform-basierten Losung auf ein leitfahiges Substrat aufgebracht. Nach
restloser Entfernung des Losemittels wird das Substrat in eine Kammer
eingebracht, die die Losung enthélt, die spéter das interne Medium bilden
soll. In allen hier vorgestellten Experimenten war dies eine Sucroselosung
mit einer Konzentration von 150 mM. Durch Anlegen einer Wechselspannung
wird die Bildung von Riesenvesikeln angeregt.

Als externes Medium diente eine gepufferte Glucoselosung (15 mM HEPES
+ NaCl + Glucose). NaCl dient dabei zur Einstellung der Ionenstérke und
Glucose zur Angleichung der Osmolaritét, die moglichst exakt auf derjenige
des internen Mediums eingestellt wurde, um osmotischen Druck auf die
Vesikelmembran zu vermeiden. In dieses Medium wurden die Vesikel wahrend
der Experimente iiberfithrt und ggf. nach Grofe separiert.

Die verwendeten Silica-Partikel wurden im Falle nicht fluoreszenz-markierter
Partikel, kiuflich erworben bei nanoComposix (Prag, Tschechien). Daten
zu Grofenverteilung und {-Potential wurden vom Hersteller bereitgestellt
und lediglich in Stichproben gepriift. Die fluoreszenzmarkierten Partikel wur-
den von Rudolf Herrmann im Stoberverfahren hergestellt und mit geringen
Mengen verschiedener Fluorophore (Perylene/ chCy3) gelabelt [72]. Die Ober-
flichenkonzentration der Farbstoffe wurde so gering gehalten, dass davon
auszugehen ist, dass die physikalischen Oberflicheneigenschaften nicht si-
gnifikant beeinflusst werden. Die Charakterisierung der Groéfenverteilung
erfolgte durch die statistische Analyse von rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen (Stichprobengrofe >300 Partikel), die des {-Potentials erfolgte
unter Verwendung eines {-Sizers One (Malvern, USA). Anhang A.2.2 gibt
eine Ubersicht aller verwendeten Partikelspezies.

Partikelsuspensionen wurden hergestellt, indem zunéchst in Wasser suspen-
dierte Silica-Nanopartikel mehrfach mit Reinstwasser gemischt, abzentrifugiert
und mittels Ultraschall redispergiert wurden, um eventuelle Verunreinigungen
zu entfernen. Im letzten Schritt wurde Glucoselosung zugegeben um die Os-
molaritdt derjenigen der oben genannten Medien anzugleichen. Details zu den
verwendeten Partikeln und der Herstellung der Suspensionen finden sich in
Anhang A.2.2. Die Vesikelsuspensionen wurden jeweils kurz vor den Experi-
menten mit dem externen Medium gemischt, um eine relevante Sedimentation
wahrend des Experiments auch fiir grofsere Partikel auszuschliefsen.
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Wichtig: Beim Vergleich unterschiedlicher Partikelgrofen wurde die Kon-
zentration so gewahlt, dass fiir alle Grofen jeweils die gleiche kumulierte
Partikeloberfliche pro Fliissigkeitsvolumen erreicht wird. Dieses Vorgehen
erschien sinnvoll, da es sich bei den beobachteten Prozessen um Oberfla-
chenwechselwirkungen handelt. Die kolloidale Stabilitdt der Suspensionen bei
Zugabe von lonen wurde jeweils vor Beginn der eigentlichen Versuche durch
die Aufnahme von Zeitreihen mittels dynamischer Lichtstreuung (90Plus
Particle Analyzer, Brookhaven Instruments, USA) gepriift, um sicher zu
Stellen, dass nicht die Bildung von Agglomeraten zu Fehlinterpretationen der
Experimente fiihrt.
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5. Experimentelle Untersuchung der Partikelaufnahme

5.2. Ergebnisse

Die zuvor beschriebene Analysemethode wurde nun bei unterschiedlichen
Randbedingungen fiir jeweils mehrere Vesikel angewandt. In Abbildung
5.6(A) sind relative Schrumpfraten von Vesikeln bei der Aufnahme von
Partikeln unterschiedlicher Grofe aufgetragen, die bei unterschiedlichen NaCl-
Konzentrationen fiir jeweils 10 min inkubiert und beobachtet wurden. Zu
beachten ist, dass selbst ohne die Zugabe von NaCl bereits 15 mM Na ' -Ionen
durch die Dissoziation des HEPES-Salzes enthalten sind. Die Partikelkon-
zentration war bei allen Experimenten so gewéhlt, dass eine kumulierte
Oberflachenkonzentration von 0,5 m?/1 erreicht wurde.

Ao B
I T I I T I L] I T 60— T I T I L] I L] I T I L] L
g ] —+—d= 20nm ]
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Abbildung 5.6. (A) Abhéngigkeit der normierten Schrumpfrate von Partikeldurchmes-
ser der Salzkonzentration [NaCl] in der Pufferlésung. (B) Auftragung der flr die Aufnahme
notige minimale Salzkonzentration I Uber dem Partikeldurchmesser.

Wie erwartet, ist dA(t)/dt sowohl von der Ionenstérke als auch von der
Grofe der verwendeten Partikel abhéngig. Typischerweise ist fiir eine spe-
zifische Partikelgrofse ein scharfes Einsetzen der Partikelaufnahme ab einer
gewissen kritischen Partikelkonzentration I zu beobachten. Bei weiter stei-
gender Ionenkonzentration nimmt die Aufnahmerate weiter zu, strebt aber
schnell einem Sattigungswert entgegen. Fiir eine Charakterisierung des Auf-
nahmeverhaltens wurden die Ergebnisse fiir eine Partikelgrofie jeweils mit
einer Funktion der Form P(I) = P .x(1—exp(a(l —1y,))) fir I > Iy, gefittet.
Die Wahl dieser Fitfunktion ist rein empirischer Natur. Sie hat also keine
theoretische Begriindung und wurde lediglich gewahlt, um eine objektive
Bewertung der gemessenen Werte fiir alle Partikelgrofsen zu gewéahrleisten.

Damit kénnen nun zwei Werte zur weiteren Untersuchung herangezogen
werden. Zum einen die lonenstérke I, ab der iiberhaupt eine Aufnah-
me verzeichnet werden kann und zum anderen die maximale Aufnahmerate
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(Permeabilitéit) Py In beiden Werten ist klar der Trend erkennbar, dass
eine Partikelaufnahme durch héhere Tonenkonzentration und damit héhere
Adhésionskraft begiinstigt wird. Oberhalb von ca. I = 80 mM nimmt die
Schrumpfrate wieder ab. Der Grund hierfiir liegt jedoch vermutlich in der ein-
setzenden Bildung von Partikelagglomeraten, die in den Experimenten auch
optisch deutlich erkennbar waren. Ab einer Konzentration von I = 90 mM
wurde fiir alle verwendeten Partikelspezies eine Destabilisierung der Suspen-
sion mittels dynamischer Lichtstreuung und die Bildung solcher Agglomerate
nachgewiesen. In diesen Konzentrationsbereichen ist das hier beschriebene
System nicht mehr zur Untersuchung der Aufnahme einzelner Partikel ge-
eignet. Der letzte Datenpunkt in Abbildung 5.6(A) sollte daher nicht weiter
berticksichtigt werden.

5.2.1. Einfluss der Partikeldiffusion

Die Aufnahmerate kann, bleibt man im Bild 5.4, entweder durch die begrenzte
Geschwindigkeit des Aufnahmeprozesses, also die Permeabilitdt der Membran,
oder durch die Diffusionsrate der Partikel in der Geschwindigkeit bestimmt
sein. Bei ausreichend hoher Salzkonzentration, und damit Adhé&sionsstér-
ke, wiirde man in dieser Vorstellung davon ausgehen, dass irgendwann die
Diffusionsrate D die Aufnahme begrenzt. Um diese Hypothese zu priifen,
wird in 5.7 die Vorhersage des Stokes—Einstein—Gesetzes mit experimentell
bestimmten Werten fiir den Diffusionskoeffizienten verglichen. Hierfiir wurde
fiir jede Partikelgrofse der Diffusionskoeffizient nach 5.14 aus den ermittelten
Sattigungswerten fiir die Aufnahmerate Pp,,; bestimmt.

2,5E-11 4 ’%

= experimentell
Stokes-Einstein

2,0E-11

1,5E-11

1,0E-11 4

Diffusionskoeffizient D (m?/s)

5,0E-12

0,0E+00 T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

Partikeldurchmesser (nm)

Abbildung 5.7. [Ubernommen aus [40]] nach Gleichung 5.10 bestimmte Diffusions-
raten im Vergleich zur theoretischen Vorhersage des Stokes—Einstein—Gesetzes. Bis auf
geringfligige Abweichungen scheint die Aufnahmerate durch die Diffusionsrate der Parti-
kel im umliegenden Medium bestimmt zu sein.
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Bis auf kleine Abweichungen wird die zuvor beschriebene Hypothese be-
statigt. Im Rahmen der Messgenauigkeit liegen die Aufnahmeraten fiir alle
Partikelgrofsen knapp unterhalb des durch die Diffusionsrate vorhergesagten
Limits. Eine Ausnahme bilden die kleinsten Partikel, die dieses Limit sogar
iiberschreiten. Die wahrscheinlichste Erklarung fiir dieses Phdnomen sind
mogliche Messfehler bei der Bestimmung der Partikelgréfie. Insbesondere fiir
sehr kleine Partikel konnen DLS-Messungen durch Signale von Partikelag-
glomeraten hin zu groferen Werten verfélscht werden. (Die Streukraft eines
Partikels hdngt mit der 6. Potenz von seiner Grofse ab.) Es ist daher durch-
aus moglich, dass die gemessene Partikelgréfie einen kleinen systematischen
Fehler aufweist, der die o.g. Abweichung erklart. Es zeigt sich damit, dass
die Aufnahmerate ab der kritischen Ionenkonzentration I, schnell zunimmt
und das theoretische Maximum eines diffusionsgehemmten Zustands erreicht.

5.2.2. Einfluss der Partikelkonzentration

Wir haben gesehen, dass in den bisher beschriebenen Experimenten die Par-
tikelaufnahme hauptséichlich durch die begrenzte Diffusion von Partikeln
hin zur Membran beschrankt wird. Erhoht man nun aber die Partikelkon-
zentration, so ist anzunehmen, dass die ,,Konkurenz“ eindringender Partikel
und damit die Permeabilitat der Vesikelmembran an Bedeutung gewinnt.
Der hier betrachtete Aufnahmeprozess erfordert die Umordnung grofserer
Membranbereiche, die aufgrund einer nicht verschwindenden Membranvis-
kositdt Zeit benotigt. Ist diese Zeit langer als die mittlere ,,Anklopfzeit” von
ankommenden Partikeln, so ist zu erwarten, dass der Aufnahmeprozess beein-
flusst wird, die effektive Membranpermeabilitéit also einen messbaren Effekt
hat. Um dies zu priifen, wurden Aufnahmeexperimente bei verschiedenen
Partikelkonzentrationen durchgefiihrt.

Zu diesem Zweck wurde die Aufnahme von Partikeln mit r = 30 nm bei
einer Tonenstérke I = 50 mM vermessen.

Wie in Abbildung 5.8 zu ersehen, nimmt die Aufnahmerate ab € ~ 1 m?/1
in der Tat immer schwécher mit der eingesetzten Partikelkonzentration zu,
was die 0.g. Hypothese bestétigt. Bis zu diesem Wert kann davon ausgegangen
werden, dass die Membranpermeabilitit gegeniiber den Diffusionseigenschaf-
ten der Partikel eine untergeordnete Rolle fiir die Aufnahmekinetik spielt.
Interessanterweise konnten in Zukunft {iber diesen Schwellwert Riickschliisse
auf die relevanten Zeitskalen der beteiligten Membranrelaxationsprozesse
gezogen werden.
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Abbildung 5.8. Abhangigkeit der Membranpermeabilitdt P,,., von der Konzentration
C4. A) Beispielhafte Entwicklung der VesikelgroRe wiahrend der Partikelaufnahme. B)
Verlauf der der Aufnahmerate (iber der Partikelkonzentration. Die gestrichelte Linie zeigt
an, dass die Aufnahmerate bis zu einer Oberflichenkonzentration von 1 m?/1 linear
zunimmt. Ab diesem Wert wird ein Abweichen von diesem Trend hin zu kleineren Raten
beobachtet.
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5.3. Diskussion

Insgesamt bestédtigen sich experimentell die Erwartungen, die sich aus der
Theorie ergeben. Eine Erhohung der Tonenkonzentration fithrt zu einer starke-
ren Adhésion und diese zu einer Uberschreitung der Schwelle zur unbegrenzten
Aufnahme von Nanopartikeln durch Riesenvesikel. Die Aufnahmerate erreicht
dabei fiir moderate Partikelkonzentrationen Werte, die nahe am theoretischen
Limit liegen, das durch die Diffusion von Partikeln zur Vesikeloberflache
gegeben ist. Bei hohen Partikelkonzentrationen scheinen die Vesikel jedoch
nicht mehr schnell genug relaxieren zu kénnen und dieses Limit wird nicht
mehr erreicht. Die Schwellwerte fiir eine Partikelaufnahme sind stark grofen-
abhéngig und entsprechen damit grundséatzlich den Erwartungen aus dem
numerischen Modell: Kleine Partikel werden schon bei sehr viel kleinerer
Adhésion aufgenommen als grofere. Allerdings werden auch grofe Partikel
noch aufgenommen, obwohl wir bereits gezeigt haben, dass die Adhésions-
stiarke fiir das hier untersuchte System vermutlich nie gréfter werden kann
als g.q < 1.5mJ/m?. Das Modell wiirde bei diesen Adhisionsstirken selbst
unter extremen Annahmen eine Aufnahme vom Partikelgréften r > 50 nm
ausschliefsen, insbesondere dann, wenn eine ,echt” unlimitierte Aufnahme ge-
fordert wird. Fiir grofe Partikel scheint das bisherige Modell die Wirklichkeit
also noch nicht ausreichend abzubilden.

Sowohl bei der Entwicklung des Modells, als auch in dessen theoretischen
Grundlagen wurden wichtige Vereinfachungen vorgenommen, die Prozesse
analytisch beschreibbar machen oder die Komplexitat der numerischen Be-
rechnung reduzieren oder aber von physikalischen Effekten absehen, deren
Starke und Auswirkung unklar ist. Die wichtigsten sollen hier zumindest
genannt und in ihrer Bedeutung eingeordnet werden.

Vernachlassigung von thermischen Undulationen Die Lipidmembran ist in
Realitét niemals flach, sondern ,wabert” aufgrund ihrer thermischen Anregung
auf verschiedenen Léngenskalen. Die effektive Fléchenelastizitat der Membran
bei sehr kleinen Spannungen ist daher nicht durch die tatséchliche Flachen-
elastizitat der Lipiddoppelschicht dominiert, sondern durch die Energie, die
tiberwunden werden muss um die thermischen Unebenheiten (Undulationen)
yglatt zu ziehen®.

Was aufkerdem unberiicksichtigt blieb, ist ein Umstand auf den Helfrich
bereits in [6] hinwies: Die Undulationen erzeugen auch einen Druck auf sich
ndhernde Oberflachen, der zu einer Repulsion zwischen Membran und z.B.
der Partikeloberfliche fiihren diirfte. Da umso mehr Undulationsmoden zu
diesem Druck beitragen konnen, je grofer die Kontaktflache ist, wiirde man
aber erwarten, dass der abstofende Effekt sich auf grofe Partikel stéarker
auswirkt als auf kleine.
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Vernachladssigung metastabiler Bereiche im Phasendiagramm Unser Modell
berticksichtigt bisher lediglich eine scharfe Phasengrenze zwischen einer parti-
ellen und einer vollstdndigen Umbhiillung eines Partikels. Wie in [73] gezeigt,
existiert aber ein breiter Ubergangsbereich, in dem die partielle Umbhiillung
lediglich metastabil ist und bei Uberwindung einer signifikanten Energiebar-
riere bereits eine vollstdndige Umhiillung das globale Gleichgewicht darstellt.
Dieser Aspekt kann insbesondere im Ubergangsbereich zur unbegrenzten
Aufnahme einen signifikanten Einfluss auf die Beobachtungen haben. Die qua-
litativen Aussagen des Modells sollten aber auch dadurch nicht grundsétzlich
verdndert werden, da auch in diesem Falle eher eine positive Wirkung auf die
Aufnahmerate kleiner Partikel zu erwarten ist.

Annahme einer konstanten Porengrofle Die beschriebenen experimentellen
Beobachtungen lassen sich nur erkldren, wenn das Vesikel wiahrend des Auf-
nahmevorgangs einen Volumenverlust durch Membranporen erfahrt, da die
Aufnahme andernfalls nach kurzer Zeit zum Erliegen kiime. Obwohl, wie oben
beschrieben, eine permanente Partikelaufnahme beobachtet werden kann, die
sowohl eine Schrumpfung von Vesikeln als auch eine Erhohung der Membran-
spannung verursacht, konnen wir in der Regel keine Partikel beobachten, die
das Vesikel wieder verlassen. Es muss also ein Verlust von Vesikelmedium
stattfinden, gleichzeitig werden aber Partikel zuriickgehalten. Dieses Verhal-
ten ist nur erkldrbar, wenn die entstehenden Poren nie wesentlich grofser
werden als die verwendeten Partikel. Interessanterweise dndert sich dieses
Bild bei sehr hohen Partikel- und Ionenkonzentrationen. In entsprechenden
Experimenten kann dann, wie in Abbildung 5.9 gezeigt, das Ausstrémen von
Partikeln aus dem Vesikel beobachtet werden. Eine wahrscheinliche Erklarung
ist eine lokale Ruptur bzw. eine transiente Vergroferung von Poren.

Dass das Vesikel unter den gegebenen Bedingungen in der Regel nicht
vollig kollabiert konnte dadurch erklart werden, dass die Membranspannung
ab einer gewissen Porengrofe so effektiv abgebaut wird, dass eine weitere
Vergroferung der Pore energetisch ungiinstig wére. Es bildet sich also irgend-
wann ein Gleichgewicht zwischen dem durch die Partikelaufnahme ausgel6sten
Membranflachenverlust und dem Volumenverlust durch Poren aus. Deren
Grofe ist durch die aktuelle Lateralspannung der Membran bestimmt. Es ist
weiterhin naheliegend, anzunehmen, dass jede Partikelaufnahme zunéchst zur
Nukleation in Form eines hydrophilen Defekts und somit zur Entstehung einer
metastabilen Pore fiihrt, die sich dann aufgrund hoher Spannung vergrofert.
Ob diese Pore sich nach kurzer Zeit wieder schlieftt oder stabilisiert wird und
weiter anwéchst, hangt von der Oberflichenspannung des Vesikels ab.

Es scheint also so zu sein, dass die Annahme einer konstanten Porengrofe
unter bestimmten experimentellen Bedingungen falsch ist. Insbesondere fiir
grofsere Partikel konnte dieser Aspekt eine unbegrenzte Aufnahme bei deutlich
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5. Experimentelle Untersuchung der Partikelaufnahme

Abbildung 5.9 DOPC-Vesikel wahrend
der Aufnahme von 60 nm-Partikeln bei
I = 50 mM. Die Partikelkonzentration ist
hier 4 mal so hoch gewahlt wie Ublich. der
Pfeil markiert eine Wolke von Partikeln,
die an einer Stelle aus dem Vesikel ent-
kommen, was auf eine transiente Mem-
branruptur hindeutet. Das Vesikel zeigt
dabei einen schnellen Volumenverlust.

geringeren lonenkonzentrationen erméglichen als bisher angenommen. Ist dies
der Fall, so wére die bisherige Annahme, dass die Beobachtung der Aufnahme

groferer Partikel ein Artefakt durch die begrenzte Beobachtungszeit ist (vgl.
5.6(B)), hinfallig.
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Die grofite Schwiche des in Kapitel 3 beschriebenen Modells diirfte die extrem
vereinfachende Annahme homogener partikelinduzierter Poren mit einer festen
Lebensdauer zu sein. Die zuvor gemachten Uberlegungen legen eine realisti-
schere Beschreibung der Porendynamik nahe. Bei jeder Partikelaufnahme soll
nun eine Relaxation der entstandenen Poren hin zum Gleichgewichtszustand
zugelassen werden. Eine weitere Unzuldnglichkeit des Modells zeigt sich in der
Abhéngigkeit der Aufnahmegeschwindigkeit fiir eine bestimmte Partikelspezi-
es von der Ionenkonzentration des Mediums bzw. von der Adhésionsstérke.
Die bisherigen Annahmen sagen einen relativ scharfen Ubergang von keiner
Aufnahme hin zu einer Aufnahme mit maximaler Rate voraus. Der Grund
hierfiir ist, dass evtl. vorhandene Energiebarrieren innerhalb des Vorgangs
der Partikelaufnahme nicht beriicksichtigt wurden. In diesem Abschnitt soll
das bisherige Modell um diese Aspekte erweitert werden.
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6.1. Dynamik transienter Poren

Bisher waren wir davon ausgegangen, dass jede Partikelaufnahme die Entste-
hung einer Pore induziert und dass dieser Prozess die Entstehungsrate von
Poren gegeniiber anderen Prozessen (z.B. Thermodynamische Fluktuationen)
in der Regel dominiert. Diese Hypothese soll zunéchst weiter aufrecht erhalten
werden. Allerdings sollen nun fiir die Entwicklung des Porendurchmessers,
sowie fiir die Lebensdauer einzelner Poren realistischere Annahmen gemacht
werden als konstante Werte.

Die Entstehung von Poren in gespannten Lipiddoppelschichten wurde in der
Vergangenheit sowohl experimentell als auch theoretisch detailliert untersucht.
Quantitativ kommen die verschiedenen Modelle zu teils sehr unterschiedlichen
Aussagen. Einen sehr guten Uberblick iiber die einschligige Literatur sowie
eines der aktuellsten numerischen Modelle bieten Akimov et al.|56], [57].
Einige grundsétzliche Aussagen sind den meisten Modellen gemein:

e Hydrophile Poren entstehen in der Regel durch den Umweg iiber hy-
drophobe Defekte. Diese Defekte sind jedoch instabil. Uberschreitet
die Pore allerdings einen kritischen Durchmesser 2r," ~ 1nm, so kann
die Pore in einen metastabilen hydrophilen Zustand iibergehen. Beide
Zustande sind durch eine relativ niedrige Energiebarriere voneinander
getrennt [55]. Ohne die Existenz dieser metastabilen Zusténde sind die
experimentell beobachteten Dynamiken nicht zu erkléaren.

e Die typischen Lebenszeiten dieser Poren variiert mit der Lipidzusammen-
setzung und ist stark vom thermodynamischen Zustand der Membran
abhéangig. Typische Lebenszeiten liegen aber im Bereich von T = 100 ms
[74].

e Metastabile hydrophile Poren haben typische Radien r, von wenigen
Nanometern. Dieser Radius ist nur schwach abhéngig von der Lateral-
spannung der Membran. Sowohl fiir ihren Verschluss, als auch fiir ihre
Vergrofserung miissen Energiebarrieren iiberwunden werden. Zuneh-
mende Membranspannung fiihrt zu einer Abnahme der Energiebarriere
hin zu groferen Poren und letztendlich zu einer Ruptur, d.h. zu einem
Versagen der Membran |75], [76].

e Poren, die unter Spannung stehen und von Fliissigkeit durchstromt
werden, werden dynamisch stabilisiert und kénnen so mehrere Sekunden
stabil bleiben, ohne dass eine Membranruptur auftritt [77]

Vernachlassigt man die Porenentstehung durch thermodynamische Fluk-
tuationen, was ausreichend weit entfernt vom Phaseniibergang der Membran
gerechtfertigt sein diirfte, so wird die mittlere Anzahl der metastabilen Poren
durch deren Lebenszeit und die Defekterzeugung durch Aufnahme einzelner
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6.1. Dynamik transienter Poren

Partikel gegeben sein, solange sie nicht durch Membranspannung anwachsen.
Eben dieser Fall soll im Weiteren beriicksichtigt werden.

6.1.1. Theorie zur Porendynamik

Um die Dynamik der Membranporen zu modellieren, wollen wir uns hier auf
ein Modell mit thermodynamischem Ansatz von Brochard-Wyart et al. stiitzen
[75], [78]. Die treibenden Krifte fiir Porenwachstum bzw. -verkleinerung sind
die Oberflachenspannung ¢ und die Linienspannung T.

Typische Werte fiir die Linienspannung von Poren in DOPC-Membranen
wurden aus der Beobachtung der Porendynamik bei Elektroporation gewon-
nen und werden mit T = 1pN...10 pN angegeben [77], [79]. Experimentelle
Literaturwerte fiir reines DOPC liegen im Bereich T = 3,9 pN...25 pN. Die ge-
fundenen Werte streuen stark und hangen sowohl vom Hersteller als auch von
der gewéhlten Analysemethode ab. Insbesondere kénnen Verunreinigungen
(z.B. Fluoreszenzfarbstoffe) die Linienspannung signifikant reduzieren [80].
Theoretische Uberlegungen legen auferdem nahe, dass die Linienspannung
schwach von der Lateralspannung der Membran abhéngt [57]. Dieser Aspekt
soll aber nicht weiter berticksichtigt werden.

Fiir die Gesamtkraft, die pro Langeneinheit auf den Porenrand wirkt, gilt:

f=ao<1_§>_1 (6.1)

Te2 Tp
Dabei ist r., derjenige Porenradius, der zu einer vollstandigen Relaxation

der Membran fiihrt. Bei Annahme von N, miteinander im Gleichgewicht
stehenden Poren gilt:

0y o<Kp/A R*ao kT

r2 = 4R22 0 2T 0

E 1277.'sz

Die zweite Gleichheit gilt fiir kleine Membranspannungen, bei denen der

laterale Elastizitdtsmodul E durch die Helfrich-Undulationen dominiert wird
[81].

Gilt oy, = T, so ist f positiv und die Pore wird anwachsen, gilt o7, S T so

wird sie sich schliefen. Bei gegebener Spannung existiert also ein kritischer

Porenradius r.; = T/0q, oberhalb dessen Poren weiterwachsen bis zum Radius

(6.2)

Te2-
Umgekehrt gilt, dass metastabile Poren mit r, = r," anwachsen, sobald
eine kritische Membranspannung ¢* erreicht ist:

o' =T/ry" (6.3)

Sobald die Poren soweit gewachsen sind, bzw. soviel Volumen aus dem
Vesikel ausgestromt ist, dass die Membranspannung abgebaut ist, beginnt sich
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6. Verfeinerung des Modells

die Pore zu schlieffen. Die Geschwindigkeit des Porenwachstums (bzw. des
Schliefen einer Pore) ist wiederum gegeben durch die effektive Linienspannung,
sowie durch die Oberflachenviskositédt der Lipidmembran:

drp, B A
L = f/ns (6.4)

Brochard-Wyard et al. entwickeln davon ausgehend ein Modell fiir den
Lebenszyklus einzelner spannungsinduzierter Poren in Lipid-Vesikeln [78].
Es werden zwei unterschiedliche Grenzfille betrachtet, die anhand einer
dimensionslosen Kenngrofse unterschieden werden:

3mnoR2 o
7= 2070 it oy = 4RZ—- (6.5)

8nsrc2 0 K A

Ist # < 10 (fast leak-out limit), so wird die Porendynamik von der Viskositét
der Lipidmembran dominiert. Die Membran steht dabei dauerhaft unter
Spannung. Es zeigt sich, dass in den fiir uns relevanten Féllen hingegen gilt
7 > 10 (slow leak-out limit). In diesem Falle wird die Porendynamik von
der Viskositit des ausstromenden Fluids bestimmt. Uberschreitet die Pore
den kritischen Radius zum Porenwachstum, so wéchst sie solange, bis die
Membranspannung nahezu vollstandig abgebaut ist 7, ~ 1, und es findet ein
quasistatisches Ausstromen von Fliissigkeit statt, bis die Membranspannung
soweit reduziert ist, dass sich die Pore wieder schliefst.

Der maximale Porenradius ist dabei gegeben durch:

T Tp #>10
ry™ =Te2— % =T ? = Te2 (6'6)

6.1.2. Implementierung im Aufnahme-Modell

Die wichtigsten Eigenschaften der Porendynamik sollen nun in das numerische
Modell integriert werden. Wir gehen dazu von folgenden Annahmen aus:

e Bei jeder erfolgten Partikelaufnahme entsteht eine metastabile Pore mit
Ty =T1,"
p—'p

e Bei kleiner Membranspannung o < ¢* haben diese Poren eine mittlere
Lebensdauer t, die durch die Materialeigenschaften der Membran und
damit auch deren thermodynamischen Zustand bestimmt ist. Verein-
facht gehen wir aber davon aus, dass die exakte Membranspannung
hier zu vernachlédssigen ist und die Poren im metastabilen Zustand
verharren.

o Uberschreitet die Membranspannung den kritischen Wert a*, so wachsen
alle Poren mit einer Wachstumsrate entsprechend Gleichung 6.4. Dabei
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6.1. Dynamik transienter Poren

beeinflussen sich die Poren gegenseitig nicht, insbesondere findet keine
Koaleszenz statt. Diese Annahme ist strenggenommen natiirlich nur bei
ausreichend grofen Porenabstdnden und Membranviskositit eine gute.
Insbesondere bei hohen Aufnahmeraten ist also fraglich, ob das Modell
die Porendynamik realistisch widerspiegeln kann.

e Das Schliefsen der Poren bei Abbau der Spannung wird ebenfalls durch
Gleichung 6.4 bestimmt, bis der metastabile Porenradius wieder erreicht
ist und die Lebensdauer der Poren wiederum durch 7 bestimmt wird.

e zu jedem Zeitschritt der Dauer At entweicht aus jeder Pore ein Volumen
der Grofe AV = —2—At

NoTp3R

Die entsprechende Programmstruktur ist in Abbildung 6.1 gezeigt; der

entsprechende Quellcode findet sich in Anhang A.4.2.

l

Berchnung der Druckdifferenz AP

[ Verringerung des Vesikelvolumens um Q AP ]
|

Anpassung der abhangigen ZustandsgroRRen:
- Vesikeloberflache A
- Relativer Oberflacheniuberschuss &
- Membranspannug o

ja nein
r, > rp oder o > ¢*

Anderung der PorengroRe r,um
At(or,- T)/n,

At

Reduktion der Porenanzahl:
N, > Nyet

Abbildung 6.1. Ablaufschema der Methode “Relaxation”, die die Porendynamik und
den Volumenverlust des Vesikels wahrend eines Simulationsschritts beschreibt.
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6. Verfeinerung des Modells

6.2. Thermodynamische Aspekte der Partikelaufnahme

Wie bereits angedeutet, hat das in Kapitel 3 beschriebene Modell neben der
zu stark vereinfachten Darstellung der Porendynamik eine weitere wichtige
Unzulénglichkeit. Die Aufnahmefahigkeit von Vesikeln wird darin sozusagen
,bindr beschrieben. D.h., sobald ein System die vollstdndige Umhiillung eines
Partikels zulésst, sich also in der Phase ,unlimitierter* Aufnahme befindet,
geht das Modell davon aus, dass jeder Partikel unmittelbar bei Kontakt
aufgenommen wird. Es wird nicht beriicksichtigt, dass der Ubergang vom
freien Partikel zur vollstdndigen Umhiillung einen diskontinuierlichen Pha-
seniibergang darstellt und dabei im Allgemeinen eine nicht verschwindende
Energiebarriere iberwunden werden muss, die aus der Lateralspannung der
Membran resultiert.

Diese Vernachlissigung dufert sich in einem sehr scharfen Ubergang der
Aufnahmerate von keiner zu maximal moglicher Aufnahme bei steigender
Adhésionsenergie. Dies deckt sich nicht mit den experimentellen Ergebnis-
sen, in denen ein kontinuierlicher Ubergangsbereich der Aufnahmeraten klar
erkennbar ist. Im Folgenden soll unser theoretisches Modell um genau diese
Aspekte erweitert werden.

Um das Phasendiagramm der Partikelaufnahme um den Aspekt von Ener-
giebarrieren zu erweitern, die wihrend der Umhiillung eines Partikels auftreten,
stiitzen wir uns abermals auf den Theoriekomplex von Deserno et al.: In [73]
wird der diskontinuierlich Phaseniibergang zur vollstandigen Umhiillung eines
Partikels unter der Randbedingung konstanter Membranspannung genauer

untersucht. Hierzu werden unter anderem die folgenden beiden dimensionslo-
28ad"

sen Gréféen definiert: §,q = reprasentiert die relative Adhésionsstarke,

0:=— dle Lateralspannung der Membran. Abbildung 6.2 wurde der eben ge-

nannten Publikation entnommen und zeigt die dort analysierten Verhéltnisse
sehr anschaulich.

Die Hohe der Energiebarriere kann in der Nahe der Phasengrenze unter
realistisch hohen Spannungen AE = 66kgT betragen. Somit kann sie die

vollstdndige Aufnahme sehr effektiv unterdriicken.

Es wird aukerdem gezeigt, dass die skalierte Energiebarriere AE (0) = :7]5
b

durch exponentielle Ausdriicke approximiert werden kann:

AE_(§) = 1.545°8¢ fiir niedrige Lateralspannungen (6.7)
AE. (6) = 3.56/3 fiir hohe Lateralspannungen (6.8)

Thre Superposition (AEZY + AESY)™! approximiert die Energiebarriere mit
einem Fehler von <10%.
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0 2

Abbildung 6.2. [libernommen aus [73]] Phasendiagramm fiir die Umhiillung eines
Partikels. Bei einer Adhdsionsstarke g,q = 4 wird zunachst die partielle Umhiillung
moglich. Die Eindringtiefe z des Partikels nimmt zunachst weiter zu, bevor bei g,4 =
4 + 26 ein diskontinuierlicher Phasenlibergang zu vollstandiger Umhullung (Sprung
auf z) eintritt. Allerdings muss hier eine Energiebarriere iberwunden werden und es
existieren metastabile Zustdande partieller Umhillung mit g,4 > 4 + 24, was durch die
gestrichelte van-der-Waals-Kurve angedeutet wird. Lediglich fiir & = 0 existiert keine
solche Barriere. Bei sehr hohen Adhésionsstarken kann die Energiebarriere natirlich
immer Uberwunden werden (Spinoidale).

Bei einer Erhohung der Adhésionsenergie §,q wird die Energiebarriere
kleiner und verschwindet schliefslich bei der Spinodalen vollstandig, die grob
approximiert werden kann (vgl. [48]) durch:

Ky
Jad = 20 + ZT—2 (6.9)

Eine tragende Rolle fiir die Ergebnisse zur unbegrenzten Aufnahme kann die
Energiebarriere insbesondere dann spielen, wenn die Oberflachenspannung der
Membran einerseits so grof ist, dass eine weitere Partikelaufnahme gehemmt
wird (AE > kgT) und andererseits so klein, dass noch kein Porenwachstum
stattfindet, das zu einer Entspannung der Membran fithrt (¢ < ¢*). Um zu
priifen, ob diese Energiebarriere in den fiir uns relevanten Bedingungen zu
einer wesentlichen Verdnderung der modellierten Partikelaufnahme beitragen
kann, werden in Abbildung 6.3 die Lagen der relevanten Kennlinien fiir einen
typischen Wert von ¢ gezeigt, der sich aus den gefundenen Literaturwerten
fiir die Linienspannung der Poren, sowie der Grofe metastabiler Poren ergibt.
Diese werden verglichen mit der bisherigen Modellannahme fiir geschlossene
Vesikel.

Es wird aufserdem die Hohe der Energiebarriere abgeschétzt, wobei wir ver-
einfachend annehmen, dass die Hohe der Energiebarriere zwischen Spinodale
und Binodale fiir geschlossene Vesikel linear auf Null absinkt.
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Abbildung 6.3. Lage der Phasengrenze nach dem Modell fir konstantes Vesikelvolu-
men (rot), die der Binodalen bei konstanter Spannung (orange), die der Spinodalen (grin),
sowie fiir die erwartete Grenze fir partielle Umhullung (blau) bei einer Membranspan-
nung 0* = 5 X 10~*]/m?2. Die logarithmische Graustufenskala gibt eine Abschitzung
der Héhe der Energiebarriere in Einheiten von kgT im metastabilen Gebiet an.

Wie in der Abbildung zu sehen ist, ist die Energiebarriere in beiden Fallen
in nahezu dem gesamten metastabilen Gebiet so grofs, dass eine Partikel-
aufnahme extrem unwahrscheinlich ist. Es kann daher davon ausgegangen
werden, dass die Beriicksichtigung der metastabilen Zusténde lediglich fiir
sehr kleine Partikel eine kleine Korrektur bei der Modellierung des unbe-
grenzten Wachstums darstellt. Viel wichtiger bleibt die Beriicksichtigung des
begrenzten Vesikelvolumens fiir die Phasengrenze bei grofsen Partikeln. An
dieser Stelle wird das Modell trotz alledem angepasst.
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6.3. Ergebnisse und Diskussion im Lichte der Experimente

Abbildung 6.4 zeigt das Ergebnis einer Simulation mit dem angepassten
Modell, wobei die Darstellung so gewahlt wurde, dass eine moglichst gute
Vergleichbarkeit mit den experimentellen Ergebnissen in 5.6 gegeben ist. Ta-
belle 6.1 gibt die Simulationsparameter an, die im Wesentlichen denen der
bisher gezeigten Simulationen entspricht. Zuséatzlich wird hier aber die Lini-
enspannung von Membranporen beriicksichtigt, die innerhalb der gefundenen
Literaturwerte so gewihlt wurde, dass eine moglichst gute Ubereinstimmung
mit den experimentellen Ergebnissen erzielt wird.

—e— d= 20nm
104 —e— d= 50nm
—e— d= 80nm
—— d= 140nm

T 1
—o—d= 20nm ]

—a—d = 50nm J

—e—d = 60 nm-|
—4—d= 80nm_]
—v—d =140 nm -

!
)\

| IR \ W I I P

-
=

N
|

shrinking rate dA/Aydt (-%/min)

shrinking rate dA/Aydt (-%/min)

) o

T
-3

6x107*

9us (J/mz)“’ 0 20 40 60 80
NaCl (mM)
(A) (B)

Abbildung 6.4. (A) Simulationsergebnisse der verfeinerten Simulation (je 3 Simu-
lationslaufe pro Parameterset). Zu beachten ist, dass hier auf der Abszisse nicht die
Adhasionsstarke, sondern die lonenkonzentration angegeben ist. Der exakte Zusammen-
hang dieser Werte bleibt unbekannt. Unter der Annahme dass sich die Adhdsionsstarke
im Bereich um [NaCl] = 50 mM kontinuierlich von g,4 = 0m] zu g,4 = 1 m] andert,
passen die GroRenordnungen aber gut mit den in in Abschnitt 4 gezeigten experimen-
tellen Ergebnisse (B) zusammen. Auffallend ist die starke Streuung der Schrumpfrate
fiir Partikel mit 7 = 24 nm. Diese hangt vermutlich mit dem Ubergang zwischen einer
Aufnahme mit und ohne Porenwachstum zusammen, der in der Simulation in diesem
GroBenbereich stattfindet. In den experimentellen Daten ist dieser Effekt, wenn Giber-
haupt, sehr viel weniger ausgepragt.

Tabelle 6.1 gibt die Simulationsparameter an, die im Wesentlichen denen der
bisher gezeigten Simulationen entspricht. Zuséatzlich wird hier aber die Lini-
enspannung von Membranporen beriicksichtigt, die innerhalb der gefundenen
Literaturwerte so gewihlt wurde, dass eine moglichst gute Ubereinstimmung
mit den experimentellen Ergebnissen erzielt wird. Die entsprechenden Werte
werden in Tabelle 6.1 zusammengefasst.
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Tabelle 6.1. Den Simulationen zugrunde gelegte Parameterwerte. Die Linienspannung
T wurde als zusatzlicher Parameter aufgenommen.

Parameter Wert
Biegesteifigkeit Ky, 4 x 10729 ]|58|
Flachenkompressionsmodul K, | 230 mN/m [59]
Membrandicke d 2,8nm |[60]
Porenlebenszeit T 500 ms
Linienspannung T 5pN/m [80]

Es féllt sofort auf, dass im Gegensatz zu den in Abschnitt 3 gezeigten Er-
gebnissen nun auch fiir grofse Partikel eine unlimitierte Aufnahme méoglich ist,
ohne dabei unrealistisch hohe Werte fiir die Adhésionskraft annehmen zu miis-
sen. Weiterhin zeigt sich wie erwartet die Anndherung aller Aufnahmeraten an
den durch die Partikeldiffusion vorgegebenen Grenzwert fiir starke Adhésion
und ein Ansteigen der kritischen Adhésionsenergie mit der Partikelgrofe.

Betrachtet man die einzelnen Simulationsldufe genauer (siche Anhang
A.4.1), so erreicht das System fiir kleine Partikel (r < 25nm) bereits oh-
ne das oben beschriebene Porenwachstum seinen quasistabilen Zustand der
unbegrenzten Aufnahme. D.h. bereits durch die zahlreichen entstehenden
metastabilen Poren kann ausreichend viel Spannung abgebaut werden um
eine weitere Partikelaufnahme zu gewéhrleisten. Dieses Verhalten entspricht
der bisherigen Simulation. Bei grofseren Partikeln (r = 45nm 6ffnen sich
dagegen ab einer gewissen Adhésionsstarke immer wieder Poren bis zu einer
Grofe von wenigen hundert Nanometern. Wahrend dieser Events entleert
sich das Vesikel stoartig. Der Ubergang zwischen beiden Regimen hingt
natiirlich von der exakten Wahl der Simulationsparameter ab. Es liegt also
die Vermutung nahe, dass sich die Partikelaufnahme von grofen Partikeln
in dieser Hinsicht fundamental von der kleiner Partikel unterscheidet. Die-
se Vorhersage wire durch eine Wiederholung entsprechender Experimente
mit geeigneten optischen Methoden (Hellfeld, Hochgeschwindigkeitskamera)
leicht zu iiberpriifen. Es wére zu erwarten, dass fiir grofe Partikel pulsartige
Volumenverluste erkennbar sind, wihrend die Volumenabnahme bei kleinen
Partikeln gleichmafig verlauft.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass die verfeinerte Simulation die expe-
rimentellen Ergebnisse hervorragend widerspiegelt, ohne dabei unplausible
Annahmen fiir die Materialparameter machen zu miissen. Alle wichtigen
qualitativen Zusammenhénge werden reproduziert, unter der Annahme, dass
es zuldissig ist, im Bereich um g,q = 1 mJ/m? von einem , gutmiitigen* Zusam-
menhang zwischen Ionenkonzentration und Adhésionsenergie auszugehen, d.h.
einer kontinuierlichen Zunahme der Adhésionsstéarke mit steigender Ionenkon-
zentration im experimentell betrachteten Bereich. Die Ergebnisse in Abschnitt
4 unterstiitzen diese Vermutung, lassen aber keine exakten quantitativen Aus-
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sagen liber diesen Zusammenhang zu. Eine genauere Untersuchung dieses
Aspekts an freistehenden Lipidmembranen wére sehr aufschlussreich fiir eine
weitergehende Validierung des hier vorgestellten Modells.
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7. Partikelaufnahme und thermodynamischer
Membranzustand

Im Vorangegangenen wurde festgestellt, dass die passive Aufnahme von Par-
tikeln durch Lipidvesikel stark durch die mechanischen Eigenschaften der
Membran bestimmt ist. Insbesondere Biegesteifigkeit und Flachenelastizitét
der Membran sowie die Stabilitdt von gebildeten Poren spielen eine wich-
tige Rolle. Alle diese Eigenschaften sind, wie in Abschnitt 1.3 beschrieben,
wiederum vom thermodynamischen Zustand des Bilayers bestimmt. In die-
sem Kapitel soll nun untersucht werden, wie diese Abhingigkeiten zu einer
gezielten Steuerung der Partikelaufnahme genutzt werden kénnen.
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7.1. Steuerung der Partikelaufnahme durch den Membranzustand
7.1.1. Einleitung

Wie bereits in den Grundlagen beschrieben, kénnen Lipidmembranen in
unterschiedlichen Phasenzusténden existieren. Verschiedene biologische Un-
tersuchungen legen nahe, dass die Regulierung des thermodynamischen Zu-
stands eine wichtige Rolle bei unterschiedlichsten Funktionen von biologischen
Membranen spielen. Insbesondere wird angenommen, dass sog. ,Rafts”, al-
so Membranbereiche in einem fliissig geordneten Zustand, als Zentren fiir
Aufnahmeprozesse wirken [82]. Es ist offensichtlich, dass die mit einem Phasen-
iibergang verbundenen mechanischen Verdnderungen der Membran relevante
Einfliisse auf die Aufnahmewahrscheinlichkeit in unserem Modell haben kon-
nen. Ky und K, unterscheiden sich typischerweise um eine Grofsenordnung
zwischen Gel- und fluider Phase [3|. Eine Sonderstellung nimmt der Bereich
nahe des Phaseniibergangs ein, in dem die Suszeptibilitdten der Membran
divergieren, was aus der mechanischen Perspektive einer “Aufweichung” der
Membran gleich kommt. Hinzu kommt, dass die riicktreibenden Kréfte, die
zum Verschluss entstandener Membranporen fiihren, im Phaseniibergang
deutlich reduziert sind. Diese Zusammenhénge sind, wie in Abschnitt 1.3
beschrieben, fiir alle thermodynamischen Systeme zu erwarten und wurden
vielfach experimentell gezeigt. In diesem Kapitel soll nun der Versuch unter-
nommen werden, die genannten Effekte zu nutzen, um die Aufnahme von
Partikeln in Modellsysteme zu steuern.

Im Gegensatz zu DOPC-Membranen, die bei iiblichen Umgebungsbe-
dingungen ausschlieflich in der fluiden Phase vorliegen, weisen DMPC-
Doppelschichten bei ca. T = 23 °C einen Haupt-Ubergang zwischen gelartiger
und fluider Phase auf [3] (siche u.a. Abschnitt 1.3). Bei etwa T = 18°C tritt
zunichst eine Umwandlung von L, (Gelphase) zu Pgr (Rippelphase) ein, bevor
schlieklich die Hauptumwandlung nach Pg erfolgt.

Typischerweise liegen die Suszeptibilitdten in der ungeordneten Phase etwa
um eine Grofenordnung hoher als in der geordneten. Dazwischen existiert
ein ausgepragtes Maximum das die Phaseniibergangstemperatur T* markiert
(siche auch Abbildung 7.2).

In der Néhre eines Phaseniibergangs wird das thermodynamische Potential
des Systems (der Membran) flach und die riicktreibenden Krifte fiir Aus-
lenkungen aus dem Gleichgewichtszustand klein. Gleichzeitig nehmen die
thermodynamischen Fluktuationen der Zustandsgrofsen zu. Die Suszeptibi-
litdten lassen sich deshalb in der Ndhe des Gleichgewichts durch die zweite
Ableitung des thermodynamischen Potentials beschreiben [4], [11]. Weiterhin
wurde mehrfach gezeigt, dass verschiedene Materialparameter (Suszeptibilité-
ten) von Lipidmembranen in der Néhre dieses Ubergangs sich proportional
zueinander verhalten und sich auf Extremwerte zubewegen 3], [13]. Fiir die
weiteren Uberlegungen folgen wir der Hypothese, dass wir einen solchen
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Verlauf auch fiir die relevanten Kenngrofen des von uns untersuchten Systems
annehmen konnen. Folglich sollte fiir den Flidchenkompressionsmodul und
die Biegesteifigkeit, bzw. bei konstanten geometrischen Verhéltnissen auch
fiir Biege- und Spannungsenergiedichte in der Nahe des Phaseniibergangs die
indirekte Proportionalitit zur spezifischen Warmekapazitit gelten:

gA°<1'<A°<gb°<Kb°<Cl (7.1)
p
Betrachtet man nun die Warmekapazitéat von DMPC-Vesikeln in Abbildung
7.2, so kann der dort dargestellte Verlauf als Grundlage dienen, um aus
dieser Beziehung Annahmen fiir die relevanten Materialparameter zu machen
und Riickschliisse auf das erwartete Aufnahmeverhalten zu ziehen. DMPC
bietet sich aufgrund seiner gut zugénglichen Phaseniibergangstemperatur von
T* = 23,6 °C und seiner hinsichtlich der Kopfgruppe mit DOPC vergleichbaren
chemischen Eigenschaften besonders als Modellsystem fiir solche Versuche an.
Die exakte Phaseniibergangstemperatur wurde fiir die konkret verwendete
Lipidzubereitung mittels DSC-Messung bestimmt.

7.1.2. Ergebnisse und Diskussion

Die Annahme 7.1 kann ohne weiteres in die in Abschnitt 3 vorgestellte
Simulation eingearbeitet werden. Konkret gehen wir davon aus, dass sowohl
Jp als auch g, in unmittelbarer Nahe der Phasenumwandlung entsprechend
der Wirmekapazitét ¢,(T) mit der Temperatur skalieren. Fiir die beiden
reinen Phasen werden die in [3] aufgefiihrten Werte angenommen. Abbildung
7.1 zeigt das Simulationsergebnis fiir eine Partikelgrofie von r = 25 nm. Die
Adhésionsstarke wurde so gewéhlt, dass in der fluiden Phase eine deutliche
gehemmte Aufnahme zu verzeichnen war.

Der Hypothese folgend wiére also anzunehmen, dass bei tiefen Tempera-
turen, in denen die Lipiddoppelschicht vollstéindig in der Gelphase vorliegt,
keine Aufnahme, bzw. lediglich eine Aufnahme von vereinzelten Partikeln zu
erwarten ist. Im Bereich der Phasenumwandlung wird ein starker Anstieg der
Aufnahmerate erwartet, die bei T* ihr Maximum erreicht und fiir die fluide
Phase wieder abnimmt, jedoch auf relativ hohem Niveau verbleibt. Das hier
erwartete Maximum ist dabei sehr viel weniger scharf als man es fiir die di-
rekte Messung der Materialsuszeptibilitdten beobachtet. Der Grund dafiir ist,
dass die Aufnahmerate im Bereich des Maximums durch die Partikeldiffusion
mgedeckelt” ist.

In dem hier relevanten Temperaturbereich wurden im Rahmen der Ar-
beit weitere Aufnahmeexperimente nachdem in Abschnitt 5.1 beschriebenen
Schema durchgefiihrt [83], wobei fluoreszenzmarkierte Silica-Partikel mit
r = 40 nm verwendet wurden. Zunachst wurde die Temperaturabhéngigkeit
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Abbildung 7.1. Phanomenologische Abbildung der erwartete Aufnahmerate (belie-
bige Einheiten) in Abhangigkeit der Temperatur. Dabei wurde angenommen, dass sich
alle Suszeptibilitaten der Membran im Phasenlibergang proportional zur gemessenen
Warmekapazitat des reinen Lipids verhalten. Abseits der Umwandlungen wurden Litera-
turwerte fiur Gel- und fluide Phase verwendet. Die Adhasion wurde so eingestellt, dass
eine Hemmung der Aufnahmerate im fluiden Bereich beobachtet wird. Es zeigt sich in
diesem Fall, dass in der Gelphase abseits des Phasenlibergangs keine Aufnahme maglich
ist. In der Phasenumwandlung wird dagegen eine Maximum der Aufnahem erwartet, in
dem die Aufnahmerate lediglich durch die Partikeldiffusion limitiert ist.

der kritischen Ionenkonzentration I untersucht. Hierzu wurde die Tem-
peratur der Kapillarkammer auf die jeweilige zu untersuchende Temperatur
geregelt. Aufgrund des hohen experimentellen Aufwands wurde zunéchst
nur eine beschriankte Anzahl von unterschiedlichen Zieltemperaturen unter-
sucht. Die entsprechenden Ergebnisse sind in Tabelle 7.1 aufgelistet. Wir
beobachten keine relevante Aufnahme fiir Temperaturen deutlich unterhalb
der Vorumwandlung bei ca. 13 °C. Die kritische Ionenkonzentration liegt hier
oberhalb der Koagulationsgrenze des Kolloids. Wird die Ionenkonzentration
hoher gewahlt als bei den abgebildeten Experimenten, so verklumpen die
Nanopartikel innerhalb kurzer Zeit zu grofen Agglomeraten. Aussagekréftige
Ergebnisse sind in diesem Bereich nicht moglich. Ab einer Temperatur von ca.
22 °C tritt eine unlimittierte Aufnahme ein, mit einer minimalen Kkritischen
Tonenkonzentration von 28 mM. Die kritische Ionenkonzentration liegt im
eindeutig fluiden Zustand (T = 25 °C) etwas hoher.

Im selben Temperaturbereich wurde aufferdem die Aufnahmerate bei einer
konstanten Ionenstiarke des Puffers qualitativ untersucht. Abbildung 7.2
stellt die so erhobenen Befunde dar. Nach einsetzen der Partikelaufnahme
erreicht die Aufnahmerate schnell ihr Maximum (im Bild erkennbar durch die
hohe Partikelkonzentration nach gleicher Beobachtungszeit) und sinkt dann
allméhlich auf einen etwas niedrigeren Wert ab, der fiir die fluide Phase des
Vesikels typisch ist.
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7.1. Steuerung der Partikelaufnahme durch den Membranzustand

Tabelle 7.1. Kritische lonenkonzentrationen fiir DMPC-Vesikel bei unterschiedlichen

Temperaturen.
Temperatur | kritische Ionenkonzentration I
18+ 0,5°C lediglich Adhé&sion
20+ 0,5°C lediglich Adhésion
22.5+0,5°C 28 £ 5mM
251+ 0,5°C 37 +5mM

Sowohl der Verlauf der kritischen Ionenkonzentration, als auch der der
Aufnahmerate entsprechen also prinzipiell den Erwartungen: Die Néhe zur
Phasenumwandlung begiinstigt die Partikelaufnahme. Auffillig ist jedoch,
dass das Maximum der Partikelaufnahme ca. 1,1 °C unterhalb des Maximums
der Warmekapazitit erreicht wird. Bei der eigentlichen Phaseniibergangstem-
peratur und dariiber steigt die kritische Ionenkonzentration wieder an. Auch
die Aufnahmerate sinkt bei der Phaseniibergangstemperatur bereits wieder
leicht ab.

Wie bereits diskutiert, ist dieses Verhalten bei einer rein mechanischen
Betrachtung duflerst erstaunlich, da man eigentlich in der fluiden Phase eine
etwa 10-fach geringere Biegesteifigkeit und damit eine deutlich effektivere Auf-
nahme erwarten wiirde als in der Gelphase. Um die angedeutete Abhéangigkeit
genauer zu charakterisieren und eine Verschiebung der Ubergangstemperatur
durch verdnderliche Salzkonzentration auszuschliefsen, wurde eine weitere
Messreihe durchgefiihrt, bei der die Aufnahme von ungelabelten, kiduflichen
SiOo—Partikeln bei einer konstanten Ionenstérke von I = 50 mM bei unter-
schiedlichen Temperaturen vermessen wurde. Das zuvor beschriebene Bild
bestétigt sich auch hier: Die Partikelaufnahme erreicht ihr Maximum bei einer
Temperatur zwischen 20 °C und 22 °C, also sogar ca. 1,5K bis 3 K unterhalb
der eigentlichen Phaseniibergangstemperatur.

Das legt die Vermutung nahe, dass die tatsdachliche Phaseniibergangstem-
peratur in den beobachteten Experimenten bei niedrigeren Temperaturen
liegt als zunéchst angenommen. Diese Beobachtung passt hervorragend zu
Untersuchungen im Rahmen vorausgegangener Arbeiten [2|, [84], in denen
bereits der Einfluss von Nanopartikeln auf die Phaseniibergangstemperatur
von Lipiden untersucht wurde. Diese sollen im Folgenden kurz rekapituliert
werden.

93



7. Partikelaufnahme und thermodynamischer Membranzustand

94

oox10'4 DMPC

o

heat capacity Ac, [J/mol-K]

»

T T T T T T
5 10 15 18 20 22.5 25 30

temperature [°C]

Abbildung 7.2. [lbernommen aus [83]] Qualitative Beurteilung der Aufnahmerate
bei unterschiedlichen Temperaturen: Die Vesikel (griin) wurden jeweils 10 Minuten nach
Partikelzugabe aufgenommen. Wahrend in der Gelphase keine Interaktion mit Partikeln
(blau) zu erkennen ist, findet bei hoheren Temperaturen eine Aufnahme statt. Die Auf-
nahmerate (zu erkennen in der Helligkeit des Blau-Kanals) erreicht ihr Maximum kurz vor
der eigentlichen Phasenumwandlung, die durch das Maximum in der Warmekapazitat
markiert ist und fallt leicht auf einen anndhernd konstanten Wert in der fluiden Phase.



7.2. Beeinflussung des thermodynamischen Membranzustands durch Partikelkontakt

7.2. Beeinflussung des thermodynamischen Membranzustands
durch Partikelkontakt

In [84] und [2] wurde bereits die Beeinflussung des thermodynamischen Zu-
stands von Lipidmembranen durch Silica-Nanopartikel im Detail untersucht.
Die gewonnenen Erkenntnisse wurden im Rahmen dieser Arbeit vervollstén-
digt und in [85] verdffentlich. Sie sollen deshalb im folgenden Abschnitt noch
einmal rekapituliert werden.

7.2.1. Einleitung

Bereits 1992 wurde gezeigt, dass DPPC-Doppelschichten auf kugelférmigen
Partikeln ein deutlich anderes Phasenverhalten zeigen als im freien Zustand
[86]. Dort wird zwar noch eine Umwandlung gefunden, die Vorumwandlung
zur Rippelphase wird jedoch vollstéindig unterdriickt. Spéater wurde gefun-
den, dass die Phasenumwandlungstemperatur T* solcher Membranen von der
Kriimmung der Festkorperoberfliche abhéngen kann [87], [88]. In den hier
beschriebenen Experimenten wurde dieser Effekt nun mittels Differenzkalo-
rimetrie (Differential Scanning Calorimetry, DSC) systematisch untersucht
und der Versuch unternommen, eine theoretische Erklarung dafiir zu liefern.
Dafiir wurden sowohl unterschiedliche Partikelgrofen, als auch verschiedene
Phospholipide mit unterschiedlich langen hydrophoben Ketten untersucht. Es
zeigte sich eine systematische Abhéngigkeit von T*. Die Ausprigung dieses
Effekts ist wiederum anhéngig von der Wahl des Lipids. Fiir die Experimen-
te wurden Silica-Partikel der Durchmesser 16 nm, 18 nm, 85 nm, 250 nm
und 305nm hergestellt [72] und verwendet. Zur Herstellung von Vesikeln
wurden die geséttigten Lipide DMPC (Kettenldnge 14 C-Atome: 14:0PC),
DPPC (Kettenlange 16 C-Atome: 16:0PC), sowie deren verwandte 13:0PC
und 15:0PC und 20:0PC verwendet (Lieferant: Avanti Polar Lipids, Alabaster,
AL). All diese Lipide weisen aufgrund unterschiedlicher Langen ihrer Alkanket-
ten unterschiedliche Phaseniibergangstemperaturen auf, wobei ihre chemische
Struktur ansonsten identisch ist. Es wurden GUV nach dem zuvor beschrie-
benen Verfahren hergestellt und mit Nanopartikeln in Kontakt gebracht. Die
so hergestellten Proben wurden mittels dynamischer Differenzkalorimetrie
(DSC) untersucht. Die Arbeiten lieferten zwei zentrale Erkenntnisse:

1. Die Partikel stehen in einem Losungsgleichgewicht mit geloster Kiesel-
sdure. Diese Kieselsaure erzeugt eine leichte Erhéhung der Phaseniiber-
gangstemperatur aller verwendeten Lipide.

2. Nach einer Ultraschallbehandlung der Proben lagern sich Lipidbilayer
an die Nanopartikel an. Die entstehenden Komplexe d&hneln denen, die
bei den bisher betrachteten Aufnahmeprozessen entstehen. Es konnte
gezeigt werden, dass die Lipidanteile, die in Kontakt mit den Partikeln
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stehen, eine deutliche Verschiebung der Phaseniibergangstemperatur
hin zu niedrigeren Temperaturen zeigen. Diese Verschiebung ist in
komplexer Weise von der induzierten Membrankriimmung abhéngig.

Im Weiteren soll lediglich auf den zweiten Aspekt genauer eingegangen wer-
den, da dieser eine hohe Relevanz fiir die Beobachtungen zur Partikelaufnahme
hat.

7.2.2. Experimentelle Ergebnisse

Abbildung 7.3 fasst die wichtigsten experimentellen Ergebnisse aus [85] zusam-
men. Grundsétzlich erzeugt der Kontakt zur Silica-Oberflache offensichtlich
eine Verschiebung der Phaseniibergangstemperatur von AT* = 2,5 °C. Zusétz-
lich zeigt sich aber auch eine Abhéngigkeit von der Partikelgrofe, die fiir
unterschiedliche Kettenlingen der Lipide unterschiedliche Trends aufweist.
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Abbildung 7.3. [Ubernommen aus [85]] Verschiebung der Phaseniibergangstempera-
tur von Lipid-Bilayern durch Kontakt zu Silica-Nanopatikeln. (A) Warmekapazitatsprofile
von 20:0PC-Proben (langkettiges Lipid) mit Nanopartikeln unterschiedlicher Durchmes-
ser. Der markierte erste Peak markiert den Phaseniibergang der festkérpergestitzten
Membrananteile, der zweite Peak den Ubergang der freien Lipidmembran. Fiir alle Par-
tikel gilt, dass die Phasenlibergangstemperatur im Kontakt zum Festkorper deutlich zu
niedrigeren Temperaturen verschoben ist. Die Verschiebung fallt umso starker aus, je
kleiner die Partikel sind. (B) Vergleicht die Lage der Umwandlung in Festkorperkontakt
far unterschiedlich PartikelgréRen (hier mit Radius R bezeichnet) und Lipidkettenlangen.
Es ergibt sich ein komplexes Bild fiir unterschiedliche Lipide.

7.2.3. Theoretische Interpretation

Die gefundenen Ergebnisse wurden im Rahmen der Landau-Theorie fiir
Phaseniibergidnge 1. Ordnung interpretiert. Es ist zu erwarten, dass durch
den Festkorperkontakt die freie Enthalpie, wie in Abbildung 7.4 skizziert,
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fiir alle thermodynamischen Zustidnde der Membran verdndert wird. Bei
der Phaseniibergangstemperatur T* muss fiir die jeweils um AG verdnderten
Enthalpien gelten:

Ggel(T*) + AGgel = Gauia(T™) + AGpyig (7.2)
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Abbildung 7.4. [Ubernommen aus [85]] Verallgemeinerte Darstellung des Landau-
Potentials. Der Festkdrperkontakt erzeugt einen zusatzlichen Energiebeitrag, d.h. eine
Verschiebung des Potentials nach oben. Die phanomenologischen Erkenntnisse weisen
darauf hin, dass diese Verschiebung im Bereich des Minimums, das die Gelphase repra-
sentiert, groRer ist als im Bereich der fluiden Phase.

Unter Annahme eines konstanten Oberflichendrucks kénnen die Enthalpien
der beiden Phasen um die urspriingliche Phasenumwandlungstemperatur
wie in [85] gezeigt, mit einer Taylor-Reihe erster Ordnung approximiert
werden. Fir die Verschiebung der Phaseniibergangstemperatur AT* von der
urspriinglichen zur , festkorpergestiitzten Ubergangstemperatur Ty gilt dann:

AGge — AGay; AGge — AGay;
* . % * gel fluid . gel fluid
AT* =Ty =T = = e oo =i — A () (7.3)
oT lpx oT |« oT

A(0G/0T) kann dabei den Ausfiihrungen in 1.3.2 folgend, direkt aus den
experimentellen Daten zum Warmekapazitiatsprofil des freien Lipids abgeleitet
werden:

or )~ J,, oT? T)y P T*

AH ist die latente Warme des Phaseniibergangs. Somit kann also aus
der Veranderung der freien Enthalpie beider Zustédnde durch den Kontakt

G T2 92@G 1 (T2 AH
Al =) = —=—dT f c,dT =~ —— (7.4)
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zur Partikeloberfliche eine Verschiebung der Phaseniibergangstemperatur
hergeleitet werden.

Offensichtlich begiinstigt der Kontakt zur Silica-Oberfliche, wie in Ab-
bildung 7.4 skizziert, die fluide Phase, was zu einer Verschiebung von T*
zu niedrigeren Temperaturen fiihrt. Phdnomenologisch wire das auch zu
erwarten, da sich die Kopfgruppen in der fluiden Phase frei bewegen und
somit besser an die Ladungsverteilung der amorphen Silica-Oberflache anpas-
sen konnen, als in der Gelphase, in der eine Fernordnung der Kopfgruppen
existiert.

Dariiber hinaus begiinstigt eine Biegung der Membran ebenfalls zunéchst
die fluide Phase aufgrund der Minimierung der auftretenden Biegeenergie.
Man wiirde also erwarten, dass die Absenkung von T* mit abnehmender
Partikelgrofse zunimmt. Interessanterweise finden wir diesen Zusammenhang
nur bei langkettigen Lipiden (16:0PC und 20:0PC), wéhrend fiir die kurzket-
tigeren Lipide eher der entgegengesetzte Trend zu beobachten ist. Prinzipiell
gilt fiir beide Phasen, dass die Anderung AG der Enthalpie sich aus einem
geometrieunabhéangigen und einem kriimmungsabhéngigen Beitrag zusam-
mensetzt: AG = AG® + Gg(1/r). Da die Biegesteifigkeit der Membran in der
Gelphase um typischerweise eine Grofsenordnung grofser ist als in der fluiden
Phase, kann der Biegebeitrag der letzteren in guter Néhreung vernachlassigt
werden. Somit ergibt sich durch Kombination der obigen Gleichungen und
der Biegeenergie nach Helfrich (sieche Abschnitt 1.2.3):

1/(2 2 1 0 0
T*2 (_ - Co) AkcKo + 7 KeAks + AGge — AGpyig

AT* = —T*22T
AH

(7.5)

Dabei ist r wie bisher der Partikelradius, Agg die mittlere Fléche einer
Kopfgruppe eines Lipidmolekiils, €, die spontane Kriimmung und Kg der
Gaufssche Biegemodul. Die letzten beiden miissen in diesem Fall beriicksich-
tigt werden, da zum einen durch den Partikelkontakt eine Asymmetrie der
Lipidmembran erzeugt wird und zum anderen im Moment der vollstdndigen
Umbhiillung eines Partikels eine Anderung der Membrantopologie eintritt.

Die obige Gleichung stellt also einen direkten Zusammenhang zwischen den
mechanischen und calorimetrischen Eigenschaften der Membran und einer
Anderung der Phaseniibergangstemperatur unter Partikelkontakt her. In [85]
wird gezeigt, dass dieses Modell bei geeigneter Wahl der Materialparameter
die beobachteten zunéichst erstaunlich erscheinenden Effekte der Partikelgrofse
wiedergegeben werden (siehe Abbildung 7.5). Da die Details hier jedoch nicht
weiter von Belang sind, sei dazu auf die entsprechende Publikation verwiesen.
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Abbildung 7.5. [adaptiert aus [85] bzw. [2]] Darstellung eines Fits des oben beschriebe-
nen Modells an die Messdaten. Bei geeigneten Parametern werden die lipidabhangigen
Trends der Verschiebung des Phaseniibergangs mit dem Partikelradius zutreffend vorher-
gesagt.

7.2.4. Diskussion

Betrachten wir die experimentellen Ergebnisse zur Partikelaufnahme in
DMPC-Vesikeln im Lichte der zuvor beschriebenen Erkenntnisse zur Anderung
der Phaseniibergangstemperatur bei Partikelkontakt, so kann man festhalten,
dass beide Themenkomplexe in guter Ubereinstimmung stehen. Die DSC-
Daten legen nahe, dass DMPC-Membranen in Kontakt mit Silica-Partikeln
mit einem Radius r 2 25 nm eine Verschiebung der Phaseniibergangstempe-
ratur um AT* = —2,5 K erfahren. Unter der Annahme, dass dieser Effekt lokal
auch wahrend der Aufnahme von Partikeln in GUVs auftritt, so wiirde man
das Maximum der Partikelaufnahme ebenfalls bei einer entsprechend verscho-
benen Temperatur erwarten. Genau diese Beobachtung wurde in Abschnitt
7.1.2 gemacht. Die dort beschriebene Verschiebung des Maximums gegeniiber
des Phaseniibergangs freier Membranen ist zwar tendenziell etwas kleiner
als im idealen Modell erwartet, allerdings muss beachtet werden, dass die
relativ grobe Auflosung der Aufnahmeexperimente auf der Temperaturachse
zu einer entsprechenden Unsicherheit fiihrt. Auferdem stehen in diesem Fall
festkorpergebundene Membrananteile weiterhin in Kontakt zu freien Mem-
brananteilen. Man wiirde deshalb erwarten, dass die Temperaturverschiebung
in der Tendenz geringer Ausfillt als bei unabhéngigen partikelgestiitzten
Membranen, die in den DSC-Messungen untersucht wurden.

Es soll nicht verschwiegen werden, dass aktuelle Untersuchungen am DMPC-
ahnlichen Lipid 15:0PC Fragen hinsichtlich der hier beschriebenen Interpreta-
tion aufwerfen [89]. Dort wurde die Temperaturabhéngigkeit der Partikelauf-
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7. Partikelaufnahme und thermodynamischer Membranzustand

nahme fiir 15:0PC-Vesikel mit hoher Temperaturauflésung untersucht und ein
prominentes Maximum bei AT* 4+ 3k gefunden. Dieser Befund widerspricht
zunéchst den eben geschilderten Beobachtungen, wie auch den Erwartungen
fiir die Phaseniibergangstemperatur. Es wird argumentiert, dass eine massive
Verringerung der Adhésionsstérke in der Néhe des Phasentibergangs fiir diese
erstaunlichen Befunde verantwortlich ist. Kraftspektroskopische Untersuchun-
gen, dhnlich zu den in Kapitel 3.2.2 beschriebenen, weisen auf genau einen
solchen Effekt hin. Eine mogliche Erklarung fiir den Verlust der Adhésion
um T* konnte die Eskalation von Membranundulationen sein, die man fiir
Zustande in der Néhe einer Umwandlung erwarten wiirde. Wie Helfrich zeigte,
erzeugen diese Undulationen abstofende Krifte zwischen Lipidmembranen
und anderen Oberflichen [90]. Leicht unterschiedliche experimentelle Be-
dingungen hinsichtlich der Membranspannung bzw. des osmotischen Drucks
kénnen die Stérke der Undulationen und damit auch die ihrer Auswirkung
auf die Adhésion massiv beeinflussen, was eine Erklarung fiir die wider-
spriichlichen Befunde bieten kénnte. Die Untersuchung des Einflusses von
Membranundulationen auf die Aufnahme von Partikeln wére nicht nur des-
halb ein moglicher néchster Schritt, um das theoretische Bild dieser Prozesse
zu vervollstandigen.

In der Gesamtschau ergibt sich jedoch ein konsistentes Bild, in dem nicht
nur der thermodynamische Zustand der Membran die Aufnahme von Partikeln
beeinflussen kann, sondern umgekehrt auch der thermodynamische Zustand
der Membran durch den Partikelkontakt signifikant gedndert wird.
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8. Fazit

Zusammenfassend ergibt sich aus den bisher geschilderten Erkenntnissen
folgendes Bild:

e Einfache Lipidvesikel sind in der Lage, Partikel vollstandig aufzuneh-
men. Es existiert dabei ein grofser, biologisch relevanter Parameterraum,
in dem die vollstdndige Aufnahme vieler Nanopartikel und deren An-
reicherung entgegen einem massiven Konzentrationsgradienten moglich
ist. Insbesondere existiert ein Parameterraum, in dem die Aufnahme
nicht durch den Verlust von Membranflache und die daraus folgende
Oberflichenspannung beschrankt wird.

e Ein theoretisches Modell, das mindestens die Einfliisse Adhésionsstéarke,
Biegeenergie, Oberflachenspannung in Betracht zieht, ermoglicht die
Ableitung von qualitativen (und potentiell auch quantitativen) Grenzen
fiir einen derartigen Aufnahmemechanismus. Die qualitativen Aussagen
konnten experimentell bestétigt werden, unter der Voraussetzung, dass
die Adhésionsenergie in einem systematischen Zusammenhang mit der
Ionenstéarke der Pufferlosung steht.

e Wird die Dynamik von Membranporen mit in das Modell einbezogen,
so verbessern sich die Modellvorhersagen im Bereich grofser Partikel
deutlich und die in den Experimenten beobachtete grofenabhéngige
Aufnahmerate wird korrekt vorhergesagt. Das Modell, ebenso wie die
experimentellen Ergebnisse, weisen auf einen grofen Einfluss der Parti-
kelgrofie auf zellulare Aufnahmeprozesse hin. Insbesondere scheint eine
optimale Partikelgrofe fiir die endozytosedhnliche Aufnahme von Par-
tikeln in biologischen Systemen zu existieren, die bei etwa r = 15 nm
liegt. Dieser Wert deckt sich mit Beobachtungen fiir lebende Zellen,
wo Optima im Bereich 10 nm bis r40 nm berichtet werden [91]-[93].
Fiir grofere Partikel sind deutlich stérkere Adhésionskraifte nétig um
eine Aufnahme zu ermoglichen. Auch fiir kleinere Partikel wird durch
den zunehmenden Beitrag der Biegeenergie eine schnelles Ansteigen
der kritischen Adhésionsenergie erwartet. Dieses Verhalten konnte fiir
das hier untersuchte System jedoch nicht iiberpriift werden, da runde
Silica-Partikel mit » < 10 nm leider nicht zur Verfiigung standen.

e Innerhalb seiner Phasengrenzen ist der Aufnahmeprozess so effektiv,
dass die Aufnahmerate bei moderaten Partikelkonzentrationen im We-
sentlichen durch die Diffusion der Partikel bzw. deren Verfiigharkeit an
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8. Fazit

der Grenzflache beschrankt ist. Zwischen dem Einsetzen der Partikel-
aufnahme und der Anndherung an die maximale Aufnahmerate wird
ein relativ scharfer Ubergang beobachtet.

e Verdnderungen des thermodynamischen Zustands der Lipidmembran
konnen die Partikelaufnahme stark beeinflussen. Die Aufnahmerate wird
in der Néhe einer Phasenumwandlung maximal. In der Gelphase, weit
entfernt von der Phasenumwandlung ist unlimitierte Partikelaufnahme
nicht moglich.

e Umgekehrt verdndern der Kontakt zur Partikeloberfliche sowie die
dadurch induzierte Membrankriimmung den thermodynamischen Zu-
stand der Membran. Das dufsert sich in Experimenten darin, dass das
Aufnahmemaximum und die Phasenumwandlung der freien Membran
nicht exakt {ibereinstimmen.

Es konnte somit gezeigt werden, dass Partikelaufnahme nicht immer mit
energieverbrauchenden Prozessen verbunden sein muss. Diese Erkenntnis
ist nicht nur von akademischem Interesse fiir die Untersuchung von hybri-
den Partikel-Lipid—Systemen [33| sondern legt auch nahe, dass die zelluldre
Aufnahme von Partikeln mafgeblich durch die physikalischen Eigenschaften
der Lipidkomponente und deren Wechselwirkung mit Festkorperoberflichen
bestimmt sein kann. Aus dieser Perspektive ist es nicht verwunderlich, dass
der Einfluss der Partikelgrofe auf den Aufnahmeprozess qualitativ und quan-
titativ mit denen tibereinstimmt, die fiir biologische Systeme beobachtet
werden.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der thermodynamische Zustand
der Lipidmembran deren Fahigkeit zur Aufnahme von Partikeln effektiv mo-
dulieren kann, insbesondere in der Nédhe eines Phaseniibergangs. Es wurde
bereits mehrfach gezeigt, dass solche Zustdnde auch in lebenden Zellen exis-
tieren [4]. Deshalb wiére es nicht verwunderlich, wenn die Thermodynamik
der Membran auch bei der Steuerung von zelluldren Aufnahmeprozessen eine
tragende Rolle spielt. Dieser Aspekt kann auch gezielt bei der Entwicklung
neuer therapeutischer Nanopartikel genutzt werden. Sowohl die Partikelgrofe,
als auch die Oberflacheneigenschaften kénnen so optimiert werden, dass die
Membran lokal in die Néhe eines kritischen Zustands versetzt wird, was die
Partikelaufnahme erleichtert. Diese physikalische Denkweise bietet auch eine
Erklarung fiir die extrem effektive Aufnahme von kationischen Partikeln.
Fiir diese Partikel existiert gegeniiber den typischerweise negativ gelade-
nen biologischen Membranen eine verstiarkte Adhésion angenommen werden.
Aufserdem kann man sich vorstellen, dass die Membran durch den Einfluss
positiver Oberflachenladungen kondensiert und somit weiter in die Nahe ihres
kritischen Zustands gebracht wird.
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Es soll hier natiirlich nicht in Abrede gestellt werden, dass bei der zellularen
Aufnahme in der Regel viele aktive Prozesse beteiligt sind. Ebenso werden
hier Einfliisse vernachléssigt, die die Proteinkorona auf die Wechselwirkung
zwischen Membran Partikel hat, die sich in biologisch relevanten Systemen
sehr héufig um Partikel anlagert [94].

Die hier gezeigten Ergebnisse machen aber dennoch deutlich, dass bei der
Untersuchung von zelluldren Aufnahmeprozessen der Einfluss fundamentaler
physikalischer Phanomene mit Bedacht gezogen werden sollte. Prinzipiell
scheinen sogar passive Lipid-kontrollierte Aufnahmeprozesse moglich. Die
Untersuchung derartiger Phinomene an lebenden Zellen erscheint deshalb als
einer der ndchsten Schritte geboten. In den folgenden beiden Kapiteln werden
Ausblicke auf zwei mogliche Modellsysteme gegeben. Internodale Zellen der
Armleuchteralge Chara australis sind experimentell sehr gut zugénglich und
ermoglichen die Untersuchung elektrophysiologischer Phinomene. Sie zeigen
ein bistabiles Verhalten bei dem sich auch die Mechanik der Zellmembran
andert. Dieses System ist potentiell geeignet, um die bisher gewonnenen
Erkenntnisse néher an lebende Systeme heran zu tragen. Der erste Ausblick
beschreibt initiale Versuche zur Auswirkung von lonen auf das bistabile
Verhalten dieser Zellen, die als Grundlage fiir solche Experimente dienen kon-
nen. In einem zweiten Ausblick wird in Proof-of-Concept-Versuchen gezeigt,
dass menschliche Endothelzellen der Zelllinie HMEC-1 geeignet sind, um
die Aufnahme von Nanopartikeln an einem medizinisch und pharmazeutisch
hoch relevanten Modellsystem zu erforschen. Es ist dabei jedoch erforderlich,
die Stromungsbedingungen bei solchen Experimenten gut zu kontrollieren,
weshalb ein entsprechendes mikrofluidisches System entwickelt wurde.
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9. Ausblick: Kontrolle der zellularen Erregbarkeit von
Chara australis durch ein- und zweiwertige lonen

Wie bereits betont, wére es in Zukunft wichtig, die im Modellsystem behandel-
ten Prozesse auch an lebenden Systemen zu untersuchen und entsprechende
Ergebnisse abzugleichen. Um den Einfluss des thermodynamischen Membran-
zustands auf biologische Prozesse zu untersuchen, ist es wiinschenswert, ein
moglichst einfaches lebendes Modellsystem zu finden, das jedoch bereits die
Eigenschaft der ,Erregbarkeit” aufweist, die, wie im Weiteren ausgefiihrt, auch
als Ausdruck einer thermodynamischen Zustandsdnderung (bzw. Bistabilitét)
betrachtet werden kann. Dieses Kapitel befasst sich mit Experimenten, die den
Einfluss von Ionen auf die Reizleitung in Armleuchteralgen Chara australis
untersuchen. Die Zellen dieser Algen sind aufgrund ihrer Gréfe von mehreren
cm Lénge und der Langsamkeit ihrer Aktionspotenziale (AP) ein extrem ein-
faches Modellsystem fiir die gesamte Klasse erregbarer Zellen. Es ist dariiber
hinaus bereits bekannt, dass diese Zellen wiahrend eines Aktionspotentials
starke mechanische Reaktionen ihrer Zellmembran erfahren [95]. In Zukunft
kénnten diese Zellen somit auch fiir Aufnahmeexperimente hochinteressant
sein. Zunichst ist jedoch ein genaues Verstdndnis ihres bistabilen Charak-
ters und der Wirkung von Ionen auf ihren thermodynamischen Zustand und
die Weiterleitung von Reizen wichtig. Erste Schritte zur Beleuchtung dieser
Aspekte werden hier beschrieben.
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9. Kontrolle der zelluldren Erregbarkeit durch ein- und zweiwertige Ionen

9.1. Einleitung

Die biologischen Funktionen von Zellmembranen stark von ihren thermodyna-
mischen Eigenschaften beeinflusst werden. Es existieren verschiedene Hinweise
darauf, dass die Existenz von Phaseniibergéngen in solchen Membranen auch
fundamentale Bedeutung fiir die Ausbildung von Aktionspotentialen haben,
die die Grundlage fiir die Nervenreizleitung bilden.

Aktionspotentiale wurden die Zellen unterschiedlichster Lebewesen nachge-
wiesen, u.a. fiir Planzenzellen [96]. Es konnte auch verschiedentlich gezeigt
werden, dass es moglich ist, Aktionspotentiale in Zellen zu erzeugen, die
vollstandig vom Zellplasma befreit wurden, was die Vermutung nahelegt, dass
das Aktionspotential ein Phénomen ist, das an die Zellmembran gebunden
ist [97], [98].

Eine zentrale charakteristische Eigenschaft von Aktionspotentialen ist ihre
ausgepragte Nicht-Linearitdt: Bei schwacher Anregung entsteht zunéchst
kein Potential, bis ab der Uberschreitung einer spezifischen Reizstérke ein
Aktionspotential Hohe entsteht, dessen Stérke (Membranpotentialdnderung)
sich auch bei weiterer Erhéhung der Anregungsintensitit nicht mehr dndert
(,Alles-oder-nichts-Verhalten®). Dieses Potential kann sich dann entlang einer
Zelle mit konstanter Stirke ausbreiten. Dieses Verhalten wird iiblicherweise
durch Reizleitungsmodelle beschrieben, die auf dem 1952 von Hodgkin und
Huxley beschriebenen Modell [99] basieren.

Die physikalischen Ausbreitungseigenschaften fithrten aber parallel auch
zur Entwicklung von Reizleitungsmodellen, die eine adiabatische Ausbreitung
von Druckschwankungen (Schallwellen) auf der Zellmembran annehmen. Das
nichtlineare Verhalten des Systems erklért sich in dieser Theorie durch die
Néhe des Systems zu einer Phasenumwandlung [3], [100], [101]. Ein Abriss
iiber die Entwicklung der entsprechenden physikalischen Theorie zur Nerven-
reizleitung ist in [102] zu finden. Dieser Theorie folgend héngt nicht nur die
Erregbarkeit der Zellmembran, sondern auch die Ausbreitungsgeschwindigkeit
mechanischer Pulse von der Entfernung zur Phasenumwandlung ab [103]. Fiir
reine Lipidmonolagen konnten die adiabatische Ausbreitung von Schallwellen
ebenso nachgewiesen werden wie die Existenz eines Schwellwertes fiir die
Erzeugung von nichtlinearen Pulsen, wenn diese so prapariert wurden, dass
Sie sich in der Néhe des Hauptphaseniibergangs befinden [104]. All dies legt
die Vermutung nahe, dass die Ausbildung von Aktionspotentialen nicht alleine
an spezifische Molekiile (Ionenkanéle) gebunden ist, sondern vielmehr der
thermodynamische Zustand der gesamten Membran eine zentrale Rolle spielt.

Eine Annahme ist dabei, dass das Ruhepotential auch in lebenden Zellen
einem Zustand nahe eines Ubergangs zwischen geordneter und ungeordneter
Phase der Membranlipide entspricht. In der Regel befinden sich lebende
Systeme auf der ,ungeordneten® Seite des Ubergangs. Ein geeigneter Impuls
kann das System nun in den Ubergang schieben, was der Auslosung eines
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9.1. Einleitung

Tabelle 9.1. Vorhersagen des physikalischen Modells zur Nervenreizleitung tiber die
Auswirkungen von einer Veranderung unterschiedlicher Zustandsvariablen. Die ersten
drei Zeilen wurden aus [102] und um die Erwartungen flr die Auswirkung von lonen (in
Klammern) erweitert.

Geschwindigkeit | Verlust der
des AP Erregbarkeit
Temperatur cl mit T Tl
Druck ¢l mit pT pt
pH ¢l mit pH | pH{
monovalente Kationen | (cl mit C* 1) (ctl)
divalente Kationen (¢! mit C**+ 1) (ctt 1

Aktionspotentials entspricht. Prapariert man nun das System so, dass die
geordnete Phase begiinstigt wird, ndhert man sich dem Ubergang, die Sus-
zeptibilitdten steigen und infolge dessen nimmt die Schallgeschwindigkeit
fiir mechanische Impulse ab. Uberschreitet man den Phaseniibergang, ist
keine Erregung mehr moglich. Eine Bewegung entlang des Ordnungsparame-
ters kann durch verschiedene Zustandsvariablen getrieben werden, wodurch
sich ein mehrdimensionales Zustandsdiagramm ergibt, das beliebig komplex
werden kann. Insbesondere konnen Verédnderungen in einer Variable durch
gleichzeitige Verdnderung einer anderen Variable ausgeglichen werden.

Um den thermodynamischen Zustand von Lipid- oder Zellmembranen zu
variieren, gibt es prinzipiell unzéahlige Moglichkeiten, wobei sich eine Reihe
gut kontrollierbarer Umgebungsbedingungen anbietet. Die Armleuchteralge
Chara australis, ist ein beliebtes pflanzliches Modell fiir elektrophysiologische
Untersuchungen, da sie extrem grofse internodale Zellen besitzt, die bei geeig-
neter Préparation erregbar werden und Aktionspotentiale zeigen. Fillafer et
al. untersuchten sowohl die Erregbarkeit, als auch die Ausbreitungsgeschwin-
digkeit von Aktionspotentialen an Chara-Zellen, wobei die Temperatur T und
pH-Wert experimentell variiert wurden. Dariiber hinaus werden dort Litera-
turdaten zu den Auswirkungen von Druck und die Wirkung von Anésthetika
untersucht. Fiir diese Umgebungsvariablen werden dort Vorhersagen fiir die
Erregbarkeit von Zellen abgeleitet, die in Tabelle 9.1 zusammengefasst sind.

Ziel der Versuche, die hier vorgestellt werden war es, diese Vorhersagen auf
die Auswirkung von Verdnderungen von Ionenkonzentrationen zu erweitern.
Trauble et al. zeigten, dass einwertige und zweiwertige lonen antagonistische
Wirkung auf anionische Lipidmembranen haben [105]. W&hrend einwertige
Kationen die negativen Ladungen der Lipid-Kopfgruppen abschirmen und
damit Protonen verdringen, gehen zweiwertige Kationen eine schwache Ver-
bindung mit den Kopfgruppen ein. Somit bewirken einwertige Kationen eher
eine Ausdehnung der Membran (dhnlich einer Temperaturerhdhung) wihrend
zweiwertige Kationen die Membran kondensieren und Richtung geordnete
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Phase treiben. Damit ergeben sich aus der oben beschriebenen Sichtweise
folgend zusétzlichen Vorhersagen, die in Tabelle 9.1 ergénzend aufgefiihrt
werden. Die Auswirkung von ein- und zweiwertigen Ionen wurden nun durch
Zugabe von LiCl bzw. CaCly zum Zellmedium als jeweilige Vertreter unter-
sucht. Lithiumchlorid wurde unter anderem deshalb gewéhlt, da dieses Salz als
sehr potentes Therapeutikum fiir psychiatrische und neurologische Krankhei-
ten (Depression, Bipolare Stérung, Kopfschmerz-Syndrome) eingesetzt wird.
Bekannt ist auch sein sehr schmales therapeutisches Fenster [106]. Bereits
bei geringen Uberdosierungen entwickeln sich schwere Nebenwirkungen wie
Zittern Krampfe und Bewusstlosigkeit. Der Wirkungsmechanismus von Lithi-
um ist bisher nicht verstanden. Vor dem Hintergrund des hier vorgestellten
Gedankengebéaudes ist es aber offensichtlich, dass Lithiumionen den thermo-
dynamischen Zustand von Zellmembranen und damit die Nervenreizleitung
prinzipiell beeinflussen konnen.
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9.2. Experimentelle Methoden

Chara australis wurden kultiviert wie in [102] beschrieben. Vor den Versuchen
wurden moglichst grofse internodale Zellen isoliert und fiir mindestens 12 h
in eine definierte Salzlosung tiberfiihrt (0,1 mM NaCl, 0,1 mM KCl, 0,1 mM
CaCly) um sie in einen erregbaren Zustand zu versetzen und einen leichten os-
motischen Uberdruck in den Zellen aufzubauen, was die spétere Handhabung
erheblich erleichtert. Fiir spatere Experimente wurde kiinstliches Siifwas-
ser (KSW) hergestellt (0,1 mM NaCl, 0,1 mM KCl, 0,1 mM CaCl,, 190 mM
D—Sorbitol, 5mM HEPES) und mit HCI bzw. NaOH auf einen pH-Wert von
7 eingestellt.

Die Zellen wurden sodann in eine Versuchskammer aus PMMA eingebracht,
die es ermdglicht einzelne Abschnitte der Zelle mittels Paraffinwachs elektrisch
gegeneinander zu isolieren. Die einzelnen Abschnitte wurden mit dem KSW
befiillt und mit Silberchlorid-Elektroden elektrisch kontaktiert. Die Tem-
peratur wurde durch grofflichigen Kontakt mit einem wasserbadgefiihrten
Metallblock konstant gehalten (soweit nicht anders beschrieben T = 20 °C).
Die duferste Kammer auf einer Seite der Zelle wurde davon abweichend mit
110 mM KCI befiillt, um eine virtuelle intrazelluldare Elektrode zu schaffen
(KCl-Anésthesie nach Liihring [107]). Die Spannung zwischen dieser virtuellen
Elektrode und den externen Elektroden in anderen Kompartimenten wurden
mit zwei Ladungssensoren PS-2132 von PACO scientific (Roseville, CA) auf-
genommen. Die Messtellen befanden sich so weit von einander entfernt, wie
es die Lange der Zelle erlaubte, mindestens jedoch 6 mm

Fiir die Versuche wurden dem KSW LiCl bzw. CaCly zugesetzt. Der Puffer
wurde in diesem Fall in allen Kammern mindestens zweimal ausgetauscht.
Vor Beginn der Messungen wurde die Zelle fiir mindestens 10 Minuten bei
den neuen Bedingungen aquilibriert und der osmotische Druck dabei durch
eine entsprechende Verringerung der D-Sorbitol-Konzentration ausgeglichen.
Da die Chara-Zellen grundsétzlich ein negatives Membranpotential ausbilden,
kann angenommen werden, dass die Anionen geloster Salze (hier Chlorid)
keine, oder lediglich eine untergeordnete Rolle bei der Beeinflussung der
Membran spielen.
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Die Anregung der Zellen erfolgte iiber elektrische DC-Pulse mit einer
Pulsdauer von T = 100 ms. Dafiir wurde wie in Abbildung 9.1 skizziert, ein
Labornetzteil mit regelbarer Spannung U zwischen der virtuellen Elektrode
und der benachbarten Kammer verbunden. Die Pulsdauer wurde durch das
Schliefsen eines Arduino-gesteuerten Optokopplers realisiert, um Einfliisse
eventueller Masseverbindungen zu vermeiden und eine genaue Steuerung der
Pulsdauer zu gewéhrleisten. Die Puls-Spannung wurde bei jedem Experiment
so angepasst, dass eine zuverldssige Erregung erreicht wurde (typischer Wert
0,5V). Der gesamte Aufbau ist in Abbildung 9.1 skizziert.

Abbildung 9.1.  Skizze des Versuchsaufbaus. Rechts oben: Fotografie einer praparierten

Chara—Zelle.
100ms
Y7 K
1
2
| 6mm
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9.3. Ergebnisse und Diskussion

Es wurde sowohl die Auswirkung von Lithium, als auch die Auswirkung
von Kalzium auf die Erregbarkeit der Zellen untersucht. Aufgrund der sehr
individuellen Erregbarkeitsschwellen und AP-Formen einzelner Zellen kénnen
immer nur Werte innerhalb einer Zelle oder Relativwerte gut miteinander
verglichen werden. Da sich die hier gezeigten Ergebnisse auf eine relativ
geringe Anzahl von Messungen stiitzen, werden im Folgenden nur Ergebnisse
fiir Einzelzellen gezeigt. Es sei aber angemerkt, dass die qualitativen Befunde
gut reproduzierbar waren. Quantitative Aussagen zu Schwellwerten und AP-
Geschwindigkeiten kénnen jedoch nur bedingt gezogen werden.

9.3.1. Veranderung des Aktionspotentials durch Kalziumionen

Wie oben angerissen, erwarten wir, ausgehend von den theoretischen Uberle-
gungen in [105], dass Ca?"-Ionen eine kondensierende Wirkung auf biologische
Membranen haben. Dieser Effekt ist phdnomenologisch vergleichbar mit ei-
ner Absenkung von pH oder Temperatur (siehe dazu auch einen Vergleich
von Ca?" und pH auf anionische Lipidmembranen in Anhang A.3). Abbil-
dung 9.2 fasst die entsprechenden Ergebnisse fiir die Ausbildung von APs in
Chara-Zellen zusammen.

Zunachst entspricht die Wirkung der zweiwertigen Ionen prinzipiell diesen
Erwartungen. Die Leitungsgeschwindigkeit der APs nimmt mit steigender
Konzentration ab, was gut vereinbar mit der Vorstellung ist, dass das System
naher an die Phasenumwandlung ,,geschoben wird. Allerdings ist dieser Effekt
nur schwach ausgeprégt. Ab einer Konzentration von 20 mM verliert die Zelle
schliefslich ihre Fahigkeit zur Weiterleitung von APs. Wahrend in Segment 1
noch ein vollstdndiges AP beobachtet wird, ist in Segment 2 bereits nur noch
eine deutlich kleinere Auslenkung des Potentials zu beobachten.

Dieser Effekt wird in Abbildung 9.3 genauer beleuchtet. Mit zunehmender
Ca?"-Konzentration kann zwar noch eine gewisse Anregung der Membran
erreicht werden; diese zeigt dann aber eine Abschwéichung des Signals mit
dem Laufweg, die typisch fiir eine lineare Pulsausbreitung ist (Dissipation).
Mit zunehmender Anregungsspannung U nimmt die Auslenkung des Mem-
branpotentials zu, erreicht aber selbst bei sehr hohen Anregungsspannungen
nicht die Hohe des urspriinglichen Aktionspotentials. Die Abbildung zeigt
dariiber hinaus, dass der Effekt der Ionen durch eine Absenkung der Tempe-
ratur verstarkt, bzw. durch Temperaturerhohung aufgehoben werden kann.
Ab einer Temperaturerh6hung um AT = 26 °C ist die Zelle wieder in einem
ahnlichen Mafse erregbar wie vor der Zugabe von Ionen. Dieses antagonistische
Verhalten von Ca®" und Temperaturerhchung konnte qualitativ mehrfach
reproduziert werden und folgt direkt aus dem oben beschriebenen Modell.
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9.3.2. Verdnderung des Aktionspotentials durch Lithium-lonen

Eine Schrittweise Erh6hung der LiCl-Konzentration fithrte zu hochinteres-
santen Verdnderungen der Aktionspotentiale, die in Abbildung 9.4 dargestellt
sind.

Die leichte Erhohung der Ausbreitungsgeschwindigkeit entspricht der Vor-
hersage aus Tabelle 9.1. Monovalente Kathionen sind in der Lage, Protonen
aus der Lipid—-Wasser—Grenzfliche zu verdringen und erzeugen somit eine
leichte Erhohung des lokalen pH-Werts [105]. Dass diese zu einer Erhchung
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Abbildung 9.3. Chara-Zelle bei einer Kalziumionenkonzentration von 20 mM. Eine
Erregbarkeit ist bei Raumtemperatur nicht mehr gegeben. Auch eine Erh6hung der Anre-
gungsspannung erzeugt lediglich kleine, mit Entfernung schnell abnehmende Pulse. Eine
Absenkung der Temperatur verstarkt diesen Effekt, wohingegen eine Temperaturerh6-
hung den erregbaren Zustand wieder herstellt.

der Ausbreitungsgeschwindigkeit von APs in biologischen Membranen fiihrt,
wurde verschiedentlich gezeigt.

Was die Erregbarkeit der Zelle betrifft, so passen die Resultate weniger gut
ins Bild. Bei Lithiumkonzentrationen von bis zu 10 mM kann eine leichte Ver-
ringerung des Spannungsschwellwerts fiir eine Erregung beobachtet werden.
Ab 20 mM tritt zusétzlich eine sehr deutliche Verbreiterung der Aktionspoten-
tiale ein. AP-Dauern von bis zu 100 s werden beobachtet, was dem 20-fachen
der typischen AP-Dauer entspricht. Wird die Lithiumkonzentration noch et-
was weiter erhoht, so geht die Zelle haufig in einen Zustand der Selbsterregung
iiber, in dem periodische Aktionspotentiale ohne externe Anregung entstehen
(Abbildung 9.5). Es scheint also so zu sein, dass einwertige Ionen hier den
depolarisierten Zustand der Zelle stabilisieren, was zunachst der Vorstellung
einer ,yverflissigenden Wirkung widerspricht. Kontrollexperimente mit NaCl
zeigen Ergebnisse, die qualitativ und, soweit eine Beurteilung zuléssig ist,
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auch quantitativ mit den Ergebnissen zu LiCl iibereinstimmen, was die Ver-
mutung nahelegt, dass sie grundsétzlich auf kleine Ionen der Alkali-Gruppe
iibertragbar sind.

9.3.3. Diskussion

Wéihrend einige der beobachteten Effekte von Ionen durch das einfache
thermodynamische Bild gut erklart werden, weisen andere darauf hin, dass
dariiber hinaus Effekte eine Rolle spielen. Weder die AP-Verbreiterung noch
das Auftreten der Selbsterregung wurden im Rahmen des oben beschriebenen
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Abbildung 9.5. Spontane verbreiterte Aktionspotentiale einer weiteren Chara-Zelle
bei 20 mM Lithiumchlorid. Die Potentiale treten in regelméaRigen Abstdnden spontan
und in beiden Kompartments nahezu gleichzeitig auf. Zwischen zwei spontanen APs
sind weitere externe Stimulationen moglich. Diese depolarisieren die Zelle allerdings
zunehmend (Anstieg des Ruhepotentials).

Gedankenmodells bisher eingehend betrachtet, sind aber allgemein bekannte
Phéanomene in der Elektrophysiologie.

Beide Phénomene, spontane Spikes, wie auch die AP-Verbreiterung, sind
jedoch mogliche Zustéinde des van-der-Pol-Oszillators bzw. seiner Erweite-
rung im Fitzhugh-Nagumo-Modell erregbarer Zellen [108]-[110]. Letzteres
wurde als eine zweidimensionale Vereinfachung bzw. Verallgemeinerung des
mehrdimensionalen Hodgkin-Huxley-Modells entwickelt und beschreibt oszil-
latorische Bewegungen in einem zweidimensionalen Phasenraum. Vor diesem
Hintergrund soll hier eine kurze Stabilitdtsanalyse einer Lipidmembran nahe
ihres Phaseniibergangs durchgespielt werden.

Wie in den Grundlagen 1.3.3 bereits beschrieben, kann der Hauptphasen-
iibergang in erster Ndherung als Phaseniibergang erster Ordnung beschrieben
werden, was wir hier auch auf den Ubergang der Chara-Zellen zwischen
Ruhezustand und Erregung annehmen wollen. Wir wiahlen den Unterschied
der Kopfgruppendichte (Ap) als Ordnungsparameter. Es ist zu beachten,
dass die Dichte der Kopfgruppen bei geladenen Lipiden automatisch das
Oberflichenpotential bestimmt.

Weiterhin nehmen wir an, dass sich der Oberflachendruck IT (genauer: seine
Abweichung vom Ruhezustand ,,IT = 0“) beispielsweise durch ankommende
Druckpulse éndern kann. IT kann somit als externes Feld betrachten werden.
In diesem Fall verschwinden die ungeraden Beitrdge in der Entwicklung
des Landau-Potentials nicht und Uberginge erster Ordnung treten auch
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fiir positive Koeffizienten zweiter Ordnung auf. Vernachldssigen wir das
Vorhandensein des trikritischen Punkts, so konnen wir die Reihenentwicklung
in diesem Fall bereits nach der vierten Ordnung abbrechen, wie es z.B. auch
bei der Behandlung des Ubergang eines van-der-Waals-Gases von fliissig zu
gasformig tiblich ist. Weiterhin vernachlissigen wir den konstanten Term Gy:

4, As Ay
G((Ap)TLT,) = ~TA; (8p) + 5F(8p)% = 5 (Bp)° + L (Bp)*  (9.1)

Die entsprechenden Koeffizienten A, konnen prinzipiell experimentell be-
stimmt werden [111]. Wir nehmen an, dass A; in der Ndhe der Umwandlung
als Funktion der Temperatur A, = a(T —T") entwickelt werden kann und dass
die iibrigen Koeffizienten positiv und nur schwach von Il und T abhéngen.

Die treibende Kraft fiir eine Zustandsdnderung abseits des Gleichgewichts
kann nun nach Onsager als Ableitung des Potentials nach dem Ordnungspa-
rameter beschrieben werden:

Ld@p) _ 46 _ 14, + 4,(8p) — As(Ap)? + Ay (Ap)? 9.2
1 de dp_( 1 2(4p) 3(Ap) 4(4p)*) (9.2)
Fiir die weitere Behandlung wird A in die Koeffizienten A, integriert. Fiir

Fixpunkte des Systems, in denen der Zustand stabil ist, muss damit gelten

(,, (Ap)-Nullkline):

d(A A A A
@) _osn=- (A—j(Ap) - Tler+ A—j(Ap)B) 93)

Das bisher entwickelte Model beschreibt ein bistabiles System, das bei
duferen Einfliissen zwischen zwei Zustianden "kippen"kann. Um den be-
obachteten zusatzlichen Effekten Rechnung zu tragen, miissen wir davon
ausgehen, dass ein weiter schwacher Einfluss auf II existiert, der das System
auf Dauer auf den urspriinglichen Ruhezustand I = 0 zuriick treibt und
diesen wieder herstellt. Wir begreifen nun I(Tle (t), CT (), CT*(t)) hier als
eine effektive Lateraldruckabweichung, die nicht nur von externen Pulsen
bestimmt ist, sondern auch von Ladungstrigern in der Ndhe der Membran,
die die Repulsion zwischen den geladenen Kopfgruppen beeinflussen. Leicht
vorstellbar ist, dass ein eine langsame Anpassung der Ionenkonzentrationen
im Bereich der Grenzschicht durch Austausch mit dem Bulk stattfindet, die
in erster Naherung linear vom Konzentrationsgefiille zur Membranoberfldche
bestimmt ist, un somit IT selbst bestimmt ist. Zusétzlich muss eine schwache
,Rilckkopplung” zwischen dem Ordnungsparamter (Membrandichte) und II
angenommen werden:

an _ A BIl 4
4 = —<(@p)+ B (9.4
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mit € << 1. Fiir Fixpunkte des Systems muss dann ebenso gelten (,,II-
Nullkline“):

dIl
dt
Das resultierende Modell kann als zweidimensionales Zustandsdiagramm in
der (T1,Ap))-Ebene dargestellt werden und weift groke formale Ahnlichkeit
zum zuvor erwahnten FitzHugh-Nagumo-Modell auf. Dessen Gleichungen im
(v,w)-Phasenraum lauten:

0= BIl = —(Ap) (9.5)

—w + Iext (96)

und

T— =v—a—bw (9.7)

Das abgeleitete System entsspricht also dem FitzHugh-Nagumo-Modell
unter den Annahmen A = =1, A; =1, 4, =1, A3 =0, A, = —1/3, sowie
B = b, und € = —1/t. Auf die weiteren Parameter a und I, wurde in unserer
Behandlung zunéchst verzichtet. Es sei nochmals darauf hingewiesen, dass die
Parameter Ay nicht frei sind, sondern experimentell aus thermodynamischen
Messgrofen der Membran ermittelt werden kénnen (siehe oben).

Ein entsprechendes Skript zur Darstellung der entstehenden Systemtrajek-
torien wurde erstellt (siche Anhang A.4.3), wobei ein bestehendes Python-
Programm von John D. Murray [112]| weiterentwickelt wurde. Abbildung 9.6
zeigt verschiedene typische Trajektorien dieses Modells.

Es sind alle experimentell relevanten Zustandsklassen vorhanden: Nicht-
Erregbarkeit, normale APs, verbreiterte APs und Oszillation. Insbesondere
die letzten beiden Zustandsklassen werden in diesem Modell nur durch die
zuséitzliche Annahme der oben beschriebenen I-Nullkline erreicht und ent-
sprechen den typischen Zustdnden des FitzHugh-Nagumo-Modells. Nur so
existiert eine physikalisch sinnvolle Interpretation der (Ap)-Nullkline, die qua-
litativ korrekte Vorhersagen der Temperaturabhéngigkeit der Zellerregbarkeit
liefert.

In Anbetracht der experimentellen Ergebnisse scheint die eindimensionale
thermodynamische Betrachtung daher an ihre Grenzen zu stofen, wenn die
spezifische Wirkung von (einwertigen) Ionen auf Zellen beschrieben werden
soll. Die dargestellte Ableitung konnte eine interessante Moglichkeit sein,
das thermodynamische Bild und die phanomenologische Beschreibung von
FitzHugh-Nagumo zukiinftig zu integrieren. Die interessante Frage, die sich
dabei stellt ist die nach der Rolle der Impulserhaltung bei der rdumlichen
Propagation von Aktionspotentialen. Die Impulserhaltung liegt den in der
Einleitung angesprochenen physikalischen Modellen zur Nervenreizleitung
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durch die Existenz von zweidimensionalen Schallwellen auf der Membran
zugrunde und wird auch in der hier dargestellten Behandlung noch nicht
berticksichtigt.
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Abbildung 9.6.

Time

Output des abgeleiteten Modells() u=(Ap), w=Il). Die Graphen

zeigen jeweils (i) das Landau-Potential (Anfangszustand: schwarz, Maximale Variation:
gruin), (ii) die Nullklinen mit der Systemtrajektorie und (iii) den Zeitverlauf der Variablen.
Die Erregung des Systems ist jeweils durch einen Startzustand leicht oberhalb der Nullkli-
nen abgebildet. Links oben: Normale Erregbarkeit/AP. Rechts oben: Durch Erhéhung der
Temperatur (A2) Gber den kritischen Punkt ist die Bistabilitat aufgehoben. Das System
ist nicht mehr erregbar. Links unten: Verbreitertes AP durch Anderung des Kopplungspa-
rameters B;. Rechts unten: Oszillation bei leichter Absenkung der Temperatur.
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9.4. Schlussfolgerung

Es konnte gezeigt werden, dass die Wirkung von Kalziumionen mit dem in
der Kapiteleinleitung physikalischen Modell der Reizleitung vereinbar ist,
wenn man, wie es Experimente an reinen Lipidmembranen nahelegen, von
einer kondensierenden Wirkung von zweiwertigen Ionen auf anionische Li-
pidmembranen ausgeht. Ahnlich wie bei einer Absenkung der Temperatur
oder des ph-Werts reduziert sich zundchst die Ausbreitungsgeschwindigkeit
der Aktionpotentiale - wenn auch in relativ geringem Mafe. Fiir dahinge-
hende quantitative Aussagen ist die Anzahl der durchgefiihrten Versuche
bisher leider zu gering und sollte in der Zukunft erhoht werden. Ebenfalls im
Einklang mit den Erwartungen existiert eine Schwelle, ab der die Erregbarkeit
der Zellen schnell abnimmt. Im theoretischen Bild ist hier der Ubergang zur
kondensierten Phase iiberschritten. Dieser Effekt lasst sich durch ausreichende
Temperaturerhohung kompensieren.

Deutlich komplexer stellt sich die Wirkung von Li"Tonen dar. Zwar kann
zunéchst eine Erhohung der AP-Geschwindigkeit beobachtet werden, was gut
in das theoretische Bild passt. Die Erregbarkeit der Zelle nimmt dabei jedoch
eher zu und miindet bei hohen Ionenkonzentrationen in spontan entstehende
Aktionspotentiale, die zumindest auf den ersten Blick, nicht zu einer gedachten
Verschiebung des Systems weg vom Phaseniibergang passen wollen.

Mogliche Erklarungsansatze konnten die Annéherung an einen kritischen
Punkt (dhnlich wie fiir Temperaturerhhungen erwartet) oder die Existenz
eines weiteren Phaseniibergangs sein, der bereits zuvor ins Spiel gebracht
wurde [102]. Insgesamt deutet sich aber an, dass eine korrekte Beschreibung
der Wirkung von Ionen eine Erweiterung des Modells erfordert. Insbesondere
die variable Lange von Aktionspotentialen ldsst sich gut durch die Einfiihrung
einer ,Recovery-Variable* dhnlich wie bei FitzHugh-Nagumo oder verwandten
Modellen erkléren. Es wurde deshalb gezeigt, dass ein bistabiles System, als
das Lipidmembranen oft beschrieben werden, wichtige Grundvoraussetzungen
besitzt um eine Dynamik zu zeigen, die klassischen Reizleitungsmodellen
entspricht, sofern eine zweite Dimension des Phasenraums zugelassen wird.
In einem geeignet praparierten Lipidsystem wiirde man in diesem Fall ent-
sprechend die volle Bandbreite der Erregungszustédnde von Zellen erwarten.
Es sei hier angemerkt, dass in Verbindung mit duferen Stérungen (z.B. Lo-
sungsmittelddmpfe) auch in reinen Lipidmembranen bereits oszillatorisches
Verhalten beobachtet wurde [113]. Es wére hochinteressant zu untersuchen,
in wieweit sich solche Ansétze zukiinftig in das physikalische Modell zur
Nervenreizleitung integrieren lassen.

Abschliefend sei gesagt, dass Chara australis auch fiir die Untersuchung
der ,thermodynamischen Steuerung* der Partikelaufnahme ein sehr geeignetes
Modell sein kann. Die Zellen sind experimentell sehr leicht zugéanglich und
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konnen, wie hier gezeigt wurde, gezielt zwischen zwei Zustanden wechseln. Es
ware daher sehr spannend zu sehen, ob durch diesen Prozess die Aufnahme
von Partikeln wie erwartet beeinflusst werden kann.
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10. Ausblick: Entwicklung einer Mikropumpe zur
Durchfiihrung von Aufnahmeexperimenten in
lebenden Zellen

Dieses Kapitel beschreibt die Entwicklung einer Mikropumpe zur Durchfiih-
rung von Zellexperimenten zur Partikelaufnahme unter realistischen Fluss-
bedingungen, die in [114] verdffentlicht wurde. Im Rahmen dieser Arbeiten
wurden Proof-of-Concept—Versuche zur Partikelaufnahme in lebenden Zellen
durchgefiihrt, die die Wichtigkeit von Flussbedingungen fiir die Aufnahme
von Partikeln unterstreichen. Insbesondere bei der Entwicklung von Drug-
Delivery-Systemen und in der Wirkstoffforschung spielt die Partikelaufnahme
durch Gefafsepithel eine herausragende Rolle. Gerade in diesen Fillen ist der
Einfluss von Stréomung von hoher Relevanz. Wie sich zeigt, ist die Erzeugung
von Fliissigkeitsbewegung jedoch auch grundsétzlich vorteilhaft fiir Versuche
zur Partikelaufnahme, um die Einfliisse von Sedimentation und Diffusion
wahrend des Experiments zu kontrollieren.
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10.1. Einleitung

Es wurde bereits beschrieben, dass auch bei der Partikelaufnahme durch
lebende Zellen Grofsenabhéngigkeiten zu beobachten sind, die gut zu den
Ergebnissen im Modellsystem passen. All diese Aufnahmeexperimente finden
zumeist in ruhenden Fliissigkeitsreservoirs statt, was insbesondere bei grofieren
Partikeln zu einer Verfalschung der Ergebnisse durch Partikel-Sedimentation
fithrt. Die Sedimentation kann insbesondere zu einer Uberschitzung der
Aufnahmeraten fiir grofe Partikel und Agglomerate fithren, da sich deren
lokale Konzentration iber die Dauer des Experiments entsprechend der Stokes-
Gleichung erhoht. Fiir die Anzahl der Partikel auf einer halbkugeligen Zelle
mit Radius R gilt im einfachsten Fall:

(3—1: = TR2C o Vgoq = nchm‘g(ppg—fm)zﬂ

wobei vgeq die Sedimentationsgeschwindigkeit bezeichnet, Co, die Partikel-

konzentration im Medium, n dessen Viskositédt und p, bzw. py, die Dichten
von Partikel und Medium.

Fiir kleine Partikel und geringe Partikelkonzentrationen wiederum, kann
die limitierte Partikeldiffusion, wie in Abschnitt 5.1.2 ausgefiihrt, zu einer
Verarmungszone an der Vesikeloberflache fiihren, die im physiologischen
System durch stdndige Durchmischung ausgeschlossen ist.

Abbildung 10.1 skizziert die relevanten Krifte, die die Partikelaufnahme
unter realen Bedingungen beeinflussen konnen.

(10.1)

T diffusion

sedimentation l

-
rolling moti/otu drag f(Ees\‘\

- = —
e
—— = A
% shear forces .‘:;_\,

Abbildung 10.1. [Ubernommen aus [114]] Verschiedene Einfliisse von Stromung auf
die zellulare Aufnahme von Nano- und Mikropartikeln. Diffusion und Sedimentation be-
stimmen in Ruhe die maximal verfiigbare Partikelmenge pro Zeiteinheit. Bei realistischer
Stromung werden diese Einflisse irrelevant. Dafiir entstehen Zugkrafte und Rollbewe-
gungen, die die Aufnahme von Partikeln behindern. Zusatzlich erfahrt die Zellwand

Scherkrafte, die zu erh6hter Membranspannung fihren.

Hinzu kommt, dass insbesondere bei Untersuchung von Gefaftepithelzel-
len, die bei Aufnahmeexperimenten héufig von besonderem Interesse sind,
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Scherkréfte eine wichtige Rolle spielen. In Blutgefifsen ist die Zelloberfliche
Scherraten von bis zu 3000s™1 ausgesetzt [115]. Es wurde mehrfach gezeigt,
dass Scherkrifte die zellularen Aufnahmeprozesse signifikant beeinflussen kén-
nen [116]-[118]. Auch vor dem Hintergrund der vorherigen Kapitel scheint es
offensichtlich, dass eine Scherung der Zellmembran und die damit verbundene
Erhéhung der Membranspannung die Aufnahme von Partikeln erschweren
diirfte. Dartiber hinaus wirken die Scherkrafte nicht nur auf die Epithelober-
flache, sondern zusétzlich auf die anhaftenden Partikel. Eine Abschétzung
mithilfe der Stokes-Gleichung legt nahe, dass die natiirlich auftretenden Kréf-
te, die an in Blutgeféfsen an Partikeln einer Grofse von r = 50 nm angreifen,
mit einigen Piconewton etwa eine Grofsenordnung schwicher sind als die
typischen Kréfte von selektiven Rezeptor-Ligandenbindungen. Nichts desto
trotz konnen diese Kréfte bei deutlich schwécheren unspezifischen Wechselwir-
kungen oder bei groferen Partikeln eine relevante Rolle spielen. Die Zugkraft,
die auf ein Partikel an der Zellwand wirkt skaliert mit 72 [119]! Hinzu kommt
die Tatsache, dass die Kontaktzeit zwischen einer Bindungsstelle und einem
Partikel durch dessen Rollbewegung mit typischen Geschwindigkeiten von
100 um/s auf der Zelloberfliche deutlich reduziert sind, was eine Bindung
erschweren kann [120].

In Zusammenarbeit mit der Fakultét fiir Chemie an der LMU Miinchen
wurden Aufnahmeexperimente in Zellkulturen durchgefiihrt, die nur in sehr
geringen Mengen verfiigbar waren. Um die Problematik der Sedimentation
zu umgehen und realistische Bedingungen fiir die Aufnahmeexperimente zu
schaffen, musste das verwendete Zellmedium fiir die Dauer der Versuche auf
engstem Raum durchmischt und bewegt werden. Zu diesem Zweck wurde eine
Mikropumpe realisiert die auf dem Prinzip des ,acoustic streaming” basiert,
das bereits fiir verschiedenste mikrofluidische Anwendungen ausgenutzt wurde
[121], [122], unter anderem in unserer Arbeitsgruppe zur Untersuchung der
Interaktion von Arzneistofftragern [123| und der Zelladhésion an Implantat-
materialien [124]. Das Verfahren beruht auf der Erzeugung hochfrequenter
Oberflichenwellen (Rayleigh-Wellen) in piezoelektrischen Substraten, die in
das fliissige Medium eingekoppelt werden. Aufgrund nichtlinearer Effekte
werden die entstehenden Longitudinalwellen in Fliissigkeiten sehr schnell
gedampft. Die verlorene Schwingungsenergie erzeugt einen akustischen Strah-
lungsdruck, der die Fliissigkeit antreibt [125].
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Eine Herausforderung im konkreten Anwendungsfall ist dabei, dass die
gesamte Bandbreite physiologischer Scherraten in Blutgeféfien von bis zu
3000 s~ ! abgedeckt werden sollte, ohne dabei eine kritische Erwéirmung des
Zellmediums durch Verlustleistung zu erzeugen. Dieses Ziel erreichten die bis
dato entwickelten Systeme leider noch nicht.
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10.2.

Aufbau und Charakterisierung des Systems

Um die oben beschriebenen Anforderungen zu erfiillen, wurden zwei grundle-
gende Ansétze verfolgt:

Das piezoelektrische Substrat wird senkrecht zur Beobachtungsebene,
bzw. zum Zellrasen angebracht. Diese Anordnung sorgt fiir einen giinsti-
geren Einkopplungswinkel von ca. 22° zur Zelloberfliache, der durch das
Verhaltnis der Schallgeschwindigkeiten von Piezo-Substrat und Zellme-
dium vorgegeben ist (vgl. Rayleigh-Winkel [125]). Aufserdem wird der
Strahlengang des Mikroskops durch die Anordnung nicht beeinflusst.

Es wird eine fokusierende Anordnung der Anregungselektroden (focused
interdigital transducer FIDT) gewdhlt, die fiir ein konzentrierteres Stro-
mungsbild sorgt. Der akustische Strahlungsdruck skaliert quadratisch
mit der Amplitude der eingekoppelten Schallquellen [126]. Eine Fokus-
sierung der Schallwellen fithrt damit zu einer nicht-linearen Verstarkung
der Stromungsenergiedichte im Fluid [127]|. Die erreichbaren lokalen
Scherraten konnen so bei konstanter elektrischer Leistung um mehrere
Grofenordnungen gesteigert werden.

Abbildung 10.2 zeigt das Gesamtsystem in Kombination mit einer kom-
merziellen Zellmedienkammer Nunc'™ Lab-Tek"™.

Abbildung 10.2. [Gbernommen aus [114]] a) Zellmedienkammer mit aufgesetztem
IDT-System auf einer Mikroskop—Stage. b) Schematische Zeichnung des Aufbaus. Der FIDT
steht senkrecht zum Objekttrager. Die Hauptkomponente des eingekoppelten Schalls
trifft die Oberflache unter einem Winkel von 22° und erzeugt dort ein charakteristisches
Stromungsmuster. c) Mikroskopische Aufnahme des FIDTs.

| ~Culture chamber

Der verwendete piezoelektrische Chip wurde auf LiNbO3 (128°-Y-cut) ge-
fertigt. Eine zirkular fokusierende Interdigitalelektrode mit 20 Fingern und
einem mittleren Fokusabstand von 750 um wurde durch die Abscheidung

von 5

nm Ti und 50 nm Au mittels Elektrodenstrahlverdampfung hergestellt.

Zur mechanischen und chemischen Stabilisierung wurde abschliefsend eine
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Siliziumoxid-Schicht durch reaktive thermische Verdampfung von SiO abge-
schieden. Die Resonanzfrequenz des Systems wurde zu 126 MHz bestimmt.

Der Betrieb des FIDT erfolgte iiber einen HF-Verstarker. Die Betriebsleis-
tung des FIDT wurde aus der Differenz der Ausgangsleistung des Verstéarkers
und der riickreflektierten Leistung im Bereich der Resonanzfrequenz ermittelt
und betrug typischerweise 19 dBm.

Die Charakterisierung des erzeugten Scherratenfelds erfolgte mittels Scan-
ning Particle Image Velocimetry (SPIV) in mehreren Fokusebenen. 3 um-
Polysterenkugeln wurden mit einer Hochgeschwindigkeitskamera bei verschie-
denen Ausgangsleistungen des HF-Verstéirkers aufgenommen. Die Aufnahme
erfolgte mit einem 20x—Objektiv mit einer numerischen Apertur von 0.45
womit eine Schéarfentiefe von ca. 5um erreicht wurde. Die Kammer wur-
de entlang aller Raumachsen gescannt, wobei die Schrittweite entlang der
z-Achse 25 um betrug. An jeder Position wurden 50 Einzelbilder bei einer
Bildrate von 3000 fps aufgenommen wurden. Die Auswertung der Daten
erfolgte iiber ein Matlab—Skript unter Verwendung des PIVlab—Toolkits von
William Thielicke [128]. Im Anschluss an die PIV-Analyse wurden die Daten
zusammengefiigt und interpoliert, wodurch fiir jede Schicht ein vollstandi-
ges x-y-Stromungsprofil erzeugt wurde. Wo diese von Interesse ist, kann die
Geschwindigkeitskomponente entlang z kénnen iiber die lokale Divergenz
V(vy, vy) des Stromungsfelds errechnet werden. Fiir unsere Zwecke ist ledig-
lich die Scherrate in der untersten (zellnéchsten) Schicht (Héhe 10 um) von

d|v v
Interesse: S = dwl L.
dz 10 um

Abbildung 10.3 Zeigt sowohl das Geschwindigkeitsfeld, als auch das Scher-
ratenfeld am Boden einer Zellkammer bei einer Leistung von 19 dBm.
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Abbildung 10.3. [lGbernommen aus [114]] a) Stromungsprofil in einem Abstand von
10 um vom Kammerboden. Die Lange der Vektoren skaliert mit dem Logarithmus der
Geschwindigkeit. b) Die Farbskala veranschaulicht die entsprechende Scherrate am

Kammerboden in s~1.

Der gesamte Bereich physiologisch relevanter Scherraten bis 3000 s™? ist

abgedeckt, wobei nahezu die gesamte Kammer vom Stromungsfeld erfasst
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wird und auch in Bereichen sehr geringer Stréomung eine effektive Durch-
mischung des Fluids gewéahrleistet ist [129]. Eine Messung der Temperatur
des Zellmediums ergab, dass iiber einen Zeitraum von 1h keine signifikante
Temperaturerhohung erreicht wurde.
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10.3. Untersuchung des Einflusses von Stromung auf die
Partikelaufnahme von Zellen

Das zuvor beschriebe System wurde eingesetzt, um den Einfluss von Strémung
auf die zellulare Aufnahme von Pt—dekorierten CeOy—Partikeln zu untersuchen.
Die Herstellung und Charakterisierung dieser Partikel erfolgte durch Rudolf
Herrmann im Rahmen des Schwerpunktprogramms SPP1313 und ist im Detail
beschrieben in [130]. (Siehe auch Abbildung 10.4)

¥

40 NM

Abbildung 10.4. [Ubernommen aus [130]] STEM-Aufnahme (links) und EDX-Profil
(rechts) der verwendeten Pt-dekorierten CeO,—Partikeln. Ce ist in rot dargestellt, Pt in
blau. Die Herstellung der Partikel wird in [130] beschrieben.

Diese Partikel sind von besonderer biologischer Relevanz, da Sie eine grofen-
abhéngige Mitochondriengangigkeit aufweisen [131] und damit sowohl fiir
pharmazeutische Anwendungen von Interesse sind, als auch fiir die Priifung
der zuvor beschriebenen Erwartungen fiir physikalische Grofenabhéngigkeiten
der Membrangéngigkeit. Eine Grofsenabhéngigkeit der zelluliren Aufnahme
dieser Partikel konnte ebenfalls gezeigt werden (siehe auch [132]). Wéhrend
Partikel und Agglomerate r > 50 nm durch Endozytose aufgenommen wer-
den, wobei eine Bevorzugung kleinerer Objekte beobachtet werden kann,
konnen sehr kleine Partikel biologische Membranen offensichtlich sogar direkt
durch transiente Poren durchdringen. Eine Rolle konnte hier die katalytische
Aktivitat des Platins an der Partikeloberflache spielen.

CeOs-Partikel mit einem Radius von r = 25 nm wurden bei den Versuchen
in einer finalen Konzentration von 100 ug/ml eingesetzt. Als Zellmodell
wurde die HMEC-1 Zellen verwendet (humanes mikrovaskuldres Epithel),
deren Kultivierung in den o.g. Kammern in [132] beschrieben ist. Die Zellen
wurden mit Zellmedium inkubiert, das Partikel in der entsprechenden Menge
enthielt und mit den entsprechenden Flussbedingungen beaufschlagt. Nach
festen Zeitabschnitten wurden jeweils 5 Zellen in zwei unterschiedlichen
ROIs (d.h. in unterschiedlichen Flussbedingungen) mit einem Fluoreszenz—
Konfokalmikroskop gescannt und das Signal mit dem ImageJ—plugin Particle
in Cell 3D [133] analysiert. Abbildung 10.5 fasst die Ergebnisse zusammen.

Sowohl bei geringer (S = 100s™1) Scherung, als auch bei hoher (S =
2000s™1) Scherung nimmt die Anzahl der aufgenommen Partikel ungefihr
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Abbildung 10.5. a) Anzahl internalisierter Partikel bei unterschiedlichen Scherraten
b) Darstellung des analysierten Fluoreszenzsignals zweier reprdsentativer Zellen. Die
internalisierten Partikel sind in pink dargestellt, Partikelagglomerate in Kontakt mit der
Membran in gelb und die Zellmembran selbst in cyan.

mit konstanter Rate zu. Diese Rate ist jedoch, wie erwartet, bei hohen
Flussgeschwindigkeiten deutlich reduziert (ca. Faktor 7). Zu beachten ist, dass
eine Sedimentation von Partikeln an der Zelloberfliche nicht zu beobachten
ist und aufgrund der sténdigen Mischung auch die Diffusion keine Rolle spielt.
Somit sind die beobachteten Unterschiede auf den Aufnahmeprozess selbst
zuriickzufiihren.
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10.4. Schlussfolgerung

Es wurde ein Konzept fiir Mikropumpen vorgestellt, welches, basierend auf
dem Prinzip SAW-getriebener akustischer Stromung, die gesamte Bandbreite
physiologisch relevanter Scherkréfte in sehr kleinen Probenvolumina erzeu-
gen kann. Es konnte im Rahmen von Proof-of-Concept-Versuchen gezeigt
werden, dass physiologische Flussbedingungen bzw. Scherkrifte die zelluladre
Aufnahme von Nanopartikeln signifikant beeinflussen kénnen. Schon geringe
Stromungsgeschwindigkeiten konnten den Einfluss der Sedimentation von
Partikeln ausschlieften, wiahrend eine gezielte Erhchung der Scherkréfte ei-
nen Moglichkeit sein konnten die Membranspannung von lebenden Zellen
zu variieren. Eine sehr spannende Frage, die in entsprechenden Versuchen
ebenfalls angegangen werden konnte, ist, ob die durch Fluss induzierten
Schubspannungen auch wiederum den Zustand der Membran beeinflussen.
Eine Herausforderung ware hier sicherlich die Trennung dieses Effekts von
direkten Auswirkungen von z.B. Zugkréften auf die Partikel und der daraus
folgenden Variation der mittleren Kontaktzeiten. Auch im Hinblick auf die
Untersuchung der biologischen Relevanz des in den vorigen Kapiteln entwickel-
ten Modells der grofsenabhéngigen Partikelaufnahme, wéren entsprechende
Experimente zur Aufnahme von Silica—Nanopartikeln durch lebende Zellen
in Zukunft von hohem Wert.

Es sei hier noch einmal ausdriicklich darauf hingewiesen, dass die eben be-
sprochenen Aspekte bei allen Aufnahmeexperimenten bedacht werden sollten.
Insbesondere der Ausschluss von Sedimentationseffekten sollte dabei immer
gewihrleistet sein um Fehlinterpretationen zu vermeiden. Das hier vorgestell-
te Pumpenprinzip kann dabei ein wertvolles Hilfsmittel sein, insbesondere
dann, wenn die experimentellen Gegebenheiten die Verwendung sehr kleiner
Probenvolumina erfordern.
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A. Anhang

A.l1.

Experimentelle Details

A.1.1. Herstellung von Riesenvesikeln

Die in dieser Arbeit verwendeten Riesenvesikel wurden nach dem Verfahren der
Elektroformierung hergestellt, die erstmals in [71] beschrieben wurde. Dabei
wird eine diinne Schicht der gewiinschten Lipidmischung auf zwei elektrisch
leitende Oberflichen aufgebracht, die zu einer Kammer zusammengefiigt
und mit dem gewilinschten internen Medium befiillt werden. An den so
gebildeten Kondensator wird eine kleine Wechselspannung angelegt, die die
Bildung von unilamellaren Strukturen begiinstigt. Dieses Verfahren ermoglicht
damit die Herstellung von GUV auch fiir zwitterionische Lipide, bei denen
keine spontane Bildung von GUV stattfindet. Das konkrete in dieser Arbeit
verwendete Verfahren umfasst die folgenden Schritte:

1.
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Lipide und ggf. Fluoreszenzfarbstoffe werden im gewiinschten Mengen-
verhiltnis in Chloroform gelost. Typischerweise wird eine Gesamtkon-
zentration von 1 mg/ml angestrebt.

. Zwei mit fluordotiertem Zinnoxid (FTO) beschichtete Glasbléttchen

werden griindlich mit Wasser, Isopropanol und Chloroform gereinigt.
Alle weiteren Hilfsmittel werden ebenfalls immer griindlich gereinigt!

5 ul der Lipidlésung werden auf den FTO-Blattchen ausgestrichen und
zunachst im No-Strom getrocknet. Um alle Losemittelreste zuverlassig
zu beseitigen, erfolgt eine weitere Trocknung im Exsikkator bei einem
Maximaldruck von 1 X 1072 mbar fiir eine Dauer von mindestens 3 h.
Dieser Schritt ist extrem wichtig, da auch kleinste Losungsmittelreste die
thermodynamischen Eigenschaften von Lipidmembranen beeinflussen.

Beide Bldttchen werden zusammen mit einem Rahmen aus PTFE
(Hohe 3mm) zu einer geschlossenen Kammer verpresst, die lediglich
zwei kleine Zugénge fiir die Befiillung aufweist. Beide FTO-Schichten
werden mit Kontaktklammern elektrisch kontaktiert.

Die Kammer wird nun vorsichtig mit dem internen Medium befiillt.
Soweit nicht anders beschrieben, wurde hier 150 mM Glucoselésung ver-
wendet. Deren Herstellung erfolgte aus D -Glucosemonohydrat (Merck,
Deutschland) und Reinstwasser (pureAqua, Deutschland) mit einem
spezifischen Widerstand von = 18 Mf2cm. Um spéteren osmotischen
Stress zu vermeiden ist es wichtig, den effektiven osmotischen Druck
genau zu erfassen. Die Kontrolle erfolgte hier mit einem Osmomat 030
(Gonotec, Deutschland).

Die Kammer wird iiber einem Wasserbad auf T = T* 4+ 5K temperiert,
wobei T* die Phaseniibergangstemperatur der Lipidmischung unter
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den gegebenen Bedingungen bezeichnet. An die FTO-Schichten der
Gléaser wird eine Sinus-Spannung mit einer Frequenz f = 10 Hz und
eine Spannung ¥, = 1,8V, bzw. einer Feldstdrke von E, = 0,6 V/mm
angelegt. Die Spannung wird dabei zunéchst {iber eine Stunde in 0,5 V-
Schritten erhoht. Die Bedingungen werden dann typischerweise iiber
Nacht, mindestens jedoch 4 h gehalten. Abschliefend kann die Frequenz
fiir eine weitere Phase von 30 min auf 3 Hz reduziert werden, um noch
an der Oberfliche anhaftende Vesikel abzulosen.

7. Nach Entfernung der Spannungsquelle und langsamer Abkiihlung auf
Raumtemperatur wird die Vesikel-Suspension vorsichtig mit einer Eppendorft-
Pipette aus der Kammer entnommen. Dabei ist es von grofter Wichtig-
keit, keine hohen Scherkréfte wirken zu lassen, indem die Entnahme
langsam und mit gekiirzter Pipettenspitze erfolgt!

8. Die Losung kann fiir wenige Tage im Kiihlschrank aufbewahrt werden,
sollte aber vor der Benutzung lichtmikroskopisch auf die Beschaffenheit
der GUVs hin untersucht werden.

A.1.2. Herstellung von Nanopartikelsuspensionen fiir Aufnahmeexperimente

Die Partikelsuspensionen, die als externes Medium fiir Aufnahmeuntersu-
chungen verwendet wurden, wurden nach folgendem Verfahren hergestellt:

1. Die verwendeten Partikel sind in Tabelle A.2.2 gelistet. Die Partikel wer-
den zunéchst mehrfach in Reinstwasser dispergiert, abzentrifugiert und
redispergiert. Der Uberstand wird jeweils ausgetauscht, um eventuelle
Verunreinigungen in der Fliissigen Phase zu beseitigen. Die Konzen-
tration wir durch abwiegen der Partikel bestimmt und so eingestellt,
dass sie mindestens eine Grofenordnung oberhalb der im Experiment
gewiinschten Endkonzentration liegt.

2. Eine 15 mM Pufferlosung von HEPES-Na-Salz sowie den gewiinschten
Menge NaCl und Partikelsuspension wird hergestellt. (Anmerkung: In
den ersten qualitativen Experimenten mit fluoreszierenden Partikeln
wurde Phosphatpuffer anstelle von HEPES eingesetzt.)

3. Die Osmolaritit der Pufferlésungen wird durch die Zugabe von Glucose
auf den Wert der entsprechenden oben beschriebenen Vesikelsuspension
angepasst. Der Osmolaritatsunterschied wird dabei auf maximal 1%
beschrankt, um osmotischen Stress der Vesikelmembran zu verhindern.

4. Suspensionen mit neuer Zusammensetzung wurden vor Threr Verwen-
dung grundsétzlich auf Thre kolloidale Stabilitdt sowohl unter experimen-
tellen Bedingungen als auch unter Lagerbedingungen gepriift. Hierfiir
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wurden nach verschiedenen Lagerzeiten DLS-Messungen (dynamic light
scattering) durchgefiihrt. Dazu wurde ein 90Plus Particle Analyzer von
Brookhaven Instruments verwendet.

A.1.3. Herstellung von beschichteten Deckglasern

Um die Wechselwirkung zwischen Kammerboden und darauf liegenden Ves-
ikeln so gering wie moglich zu halten, wurden die verwendeten Deckglaser
mit einer Agaroseschicht beschichtet, deren sterischen Eigenschaften einen
direkten Kontakt zur Glasoberfliche verhindern und so die Wechselwirkung
auf ein Minimum reduzieren.

1. Die Deckglédser werden zunéchst mit Aceton, Isopropanol und Reinst-
wasser griindlich gereinigt. Etwaige organische Riickstdnde werden
abschliefend mittels Oo-Plasma entfernt. Diese Behandlung reduziert
dariiber hinaus die Oberflichenspannung fiir die spatere Beschichtung.
Die Plasmabehandlung sollte daher kurz vor der Beschichtung erfolgen.

2. Eine Agarose-Losung mit einer Konzentration von 25 mg/ml wird her-
gestellt, wobei die Agarose hierfiir in knapp siedendem Reinstwasser
vollstandig gelost wird.

3. Die noch heifse Losung wird mittels Spincoater auf die vorbereiteten
Gléser bei 1000 rpm aufgeschleudert.

4. Die Glaser werden abschlieftend fiir wenige Minuten auf einer Heizplatte
bei 60 °C getrocknet und sind damit fiir die spatere Verwendung bereit.
Die getrocknete Agaroseschicht sollte nach Befiillung der Kammer noch
einige Minuten Zeit zur Quellung haben.

A.1.4. Herstellung von AFM-Cantilevern mit Silica-Mikrokugel

Fiir die Untersuchung der Adhésion zwischen Silica und Lipidmembranen
konnen spitzenlose AFM-Cantilever mit Silica-Mikrokugeln versehen werden,
die dann als Kontaktflache dienen. Folgende Materialien wurden verwendet:

e Cantilever des Typs MLCT-O10 (Bruker AFM probes, Camarillo, USA).
Fiir die obigen Experimente wurden, je nach zu erwartenden Kréften,
Cantilever mit Federhiirten von 0,03 Nm™ ! bzw.0,1 Nm™! verwendet.

e Silica-Mikrokugeln mit einem Durchmesser von d = 7 + 0,2 um (micro-
Particles GmbH, Berlin, Deutschland)

e UV-hirtender Klebstoff BONDIC (VIKO UG, Miinchen, Deutschland)
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Ein kleiner Tropfen verdiinnte Partikelsuspension wird auf einen Glasob-
jekttrager aufgegeben und getrocknet, sodass einzelne Partikel auf der Glas-
oberflache auffindbar sind. In unmittelbarer Nahe wird ein kleiner Tropfen
des Klebers platziert. Nun wird die Cantilever-Spitze mit der AFM-Stage
vorsichtig in Kontakt mit dem Tropfen gebracht, sodass eine moglichst kleine
Klebstoffmenge aufgenommen wird. Nun wird eine Silica-Kugel aufgenommen
und der Cantilever von der Oberflache entfernt. Der Klebstoff wird sodann
fiir 1h unter UV-Strahlung ausgehéartet.
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A.2. Materialien
A.2.1. Verwendete Lipide und andere Chemikalien

Alle verwendeten Lipide wurden bei Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
erworben. Die folgende Tabelle fiihrt die in dieser Arbeit verwendeten Ab-
kiirzungen, sowie die wissenschaftlichen Bezeichnungen und die jeweilige
Phaseniibergangstemperatur laut Hersteller auf:

Abkiirzungen Langname T*(°C)
18:1PC (DOPC) | 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phophocholin -17
20:0PC 1,2-diarachidoyl-sn-glycero-3-phosphocholin | 66

16:0PC (DPPC) | 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin | 41
14:0PC (DMPC) | 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin 24
13:0PC 1,2-ditridecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin | 14

Weiterhin spielten folgende Substanzen eine wichtige Rolle bei den Versuchen:

Abkiirzungen | Langname Bezugsquelle

DiOCyy 3,3’-ditetradecycloxacarbocyanin Biotum Inc. (Hayward, USA)

Sucrose Saccharose Merck (Darmstadt, Germany)

Glucose D *-Glukosemonohydrat Merck (Darmstadt, Germany)
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl|-

HEPES Ethansulfonséure-Natriumsalz Merck (Darmstadt, Germany)

A.2.2. Verwendete Nanopartikel

Fiir quantitative Versuche zur Auswertung der Aufnahmerate wurden kiufliche amorphe
Silica-Nanopartikel von nanoComposix (Prag, Tschechien) ohne Fluoreszenzlabel verwendet:

Abkiirzung | Radius (nm) | {-Potential (mV)
20 nm 11,4+ 2,8 —16,1
50 nm 24,1+£5,3 —53,2
60 nm 28,9+ 3,5 —44,7
80 nm 41,3 +4,7 —-32,7
140 nm 71,2 +£8,1 —42,6

Fiir qualitative Versuche, in denen die Partikel sichtbar sein sollten, wurden
angepasste fluoreszenzmarkierte Partikel hergestellt und charakterisiert [72]. Die
Herstellung der Partikel erfolgte durch Rudolf Herrmann, die Charakterisierung im
Rahmen dieser Arbeit.

Abkiirzung | Radius (nm) | {-Potential (mV) | Fluoreszenzmarker
WMITO0.7R | 9+ 2 —27+10 Perylen
WMIT1.0R | 32£3 —45+12 Perylen

CD70 42+ 10 —52+18 Cys

WMITS.0R | 115+ 10 -50+8 Perylen
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A.3. Vergleich der Auswirkung von Protonen und zweiwertigen
Kationen auf anionische Membranen

Um die Auswirkung von Protonen und Ca’"-Ionen auf anionische Lipidmem-
branen zu vergleichen wurden Versuche mit Lipidmonolagen auf der Filmwaage
durchgefiihrt. Aus den Ableitungen der erhaltenen Isothermen wurden die Kom-
pressibilitdten der Monolage bestimmt. Als Modellsystem diente eine Mischung von
DPPC und DMPS (anionisch) im Verhéaltnis 80/20. Abbildung A.1 zeigt, dass die
kondensierende Wirkung von Protonen und Ca?"-Tonen bei gleicher Konzentration
vergleichbar ist.

,,,,,,,, HEPES pH7
-log10[CaCl2]=2 pH7

,,,,,,,, -log1p[CaCl2]=2,7 pH7
-log10[CaCl2]=3,5 pH7
-log10[CaCl2]=4 pH7

pH=3
pH=4
pH=5

—— Acetat pH7

Compressibility (m/mN)

0 5 10 15 20 25
Lateral Pressure (mN/m)

Abbildung A.1. Kompressibilitaiten von DPPC/DMPS-Monolagen als Funktion des
Oberflachendrucks fiir verschiedene Konzentrationen von Protonen (pH) und Ca®*-lonen
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A.4. Simulation

A.4.1. Beispiel Simulationsergebnis

Bei der Wahl ausreichend langer Simulationszeit kann auch die zeitliche Entwicklung
eines individuellen Vesikels simuliert werden. Die folgenden Abbildungen zeigen
exemplarisch die Ergebnisse fiir eine Langzeit-Simulation fiir Partikel mit r = 11 nm

(siche Abbildung A.2) und r = 100 nm (siehe Abbildung A.3).
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Abbildung A.3.
(r =100 nm).

Wir beobachten zwei grundlegend unterschiedliche Aufnahmeregime. Kleine
Partikel erzeugten viele Poren deren Grofe im metastabilen Radius mit r, = 9 nm
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verharrt. die Spannung und Porenanzahl nehmen mit der Schrumpfung des Vesikels
ab. Das Vesikel zeigt unlimitierte Aufnahme bis zum theoretischen Endpunkt
R — 0. Grofse Partikel erzeugen hingegen nur wenige Poren, deren Gréfse durch die
Lateralspannung der Membran auf bis zu (1 um) anwachsen kann. Die Spannung
fluktuiert dabei stark. Die Schrumpfung des Vesikels und damit die unlimitierte
Aufnahme stoppt vor erreichen des volligen Kollaps, im gezeigten Fall bei R =
1,7 um. Der Zeitpunkt des Abbruchs schwankt von Simulation zu Simulation jedoch
stark.
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A.4.2. Ausziige Quelltext Partikelaufnahme

Created on Mon Nov 15 21:54:18 2021

@author: fstrobl

import numpy as np
import pandas as pd
import time as time
boltzmann = 1.38e-23
pi = 3.141592653589793
np.seterr('raise')

class particle_simulation():
Klasse fiir ein System von Vesikeln und NP

def __init__(self,

temperature = 300,
solute_viscosity = 1le-3,
AConcentration = 500,
kappa=4.0e-20,

KA =0.23,

line_tension = 5e-12,
surface_viscosity = 3.4e-7,
r=25e-9,

gad=1le-3,

density = 2200,

rp_meta = 9e-9,

tau = 0.5,

Tstep = 0.02,
area_access=0,

RO= 5e-6

):
self.kappa=kappa
self.gad=gad
self.KA=KA
self.solute_viscosity=solute_viscosity
self.density=density
self.r=r
self.r_m=r
self.r_std=0.1%r
self.temperature=temperature
self.Tstep=Tstep
self.Tstep_max=Tstep
self.R=R@
self.diffusion_coefficient = boltzmann*temperature/(6*pi*solute_viscosity*r)
self.AConcentration=AConcentration
self.NConcentration = AConcentration/(4*pi*r**2)
self.SConcentration = AConcentration/(4*pi*r**2)
self.start_time=time.time()
self.line_tension=1line_tension
self.A = 4*pi*self.R*¥*2
self.V = 4/3*pi*self.R¥*3
self.A_lip = self.A
self.area_excess = area_access
self.rp = rp_meta
self.rp_meta=rp_meta
self.surface_viscosity = surface_viscosity
self.age = 0
self.N_internalized = @
self.N_impacted = @
self.sigma=(9.81%162.2*0.15*self .R**2)
self.uptake_probability = @
self.N_pores = 0
self.time=0
self.tau=tau

def tension_eff(self):
"""peturns surface tension with regard to area access and obeying Helfrich fluctuations
Prameters:
float:KA: lipid elasticity modulus
float:kappa: bending stiffness
float:sigma: lateral tension
float:temperature
float:A: whole vesicle area

crossover=self.KA*boltzmann*self.temperature/8/pi/self.kappa
C=self.KA/(8*pi*self.kappa/boltzmann/self.temperature*np.exp(8*pi*self.kappa/boltzmann/self.temperature*crossover))

if self.area_excess>0:
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de

el

def

def

def

tension = @
elif self.area_excess<crossover:
tension=C*(np.exp(-8*pi*self.kappa/boltzmann/self.temperature*self.area_excess)-1)
else:
tension=C*(np.exp(-8*pi*self.kappa/boltzmann/self.temperature*crossover)-1)+(self.area_excess-crossover)*self.KA
return tension

KAeff(self):

"""returns effective area elasticity modulus float:KAeff with regard to Helfrich fluctuations
Prameters:

float:KA: lipid elasticity modulus

float:kappa: bending stiffness

float:sigma: lateral tension

float:temperature

float:A: whole vesicle area

KAeff = self.KA/(l+self.KA*boltzmann*self.temperature/(8*pi*self.kappa*self.sigma))
return KAeff

Desernol(self):

test = False
gad_eff=self.gad-2*self.kappa/self.r**2
S = gad_eff/self.KA

if self.v>0:
X = (S/2+self.area_excess)/(1l-self.area_excess)
if x>=0:

a = x**(0.5)-x/3+(5/18)*x**1.5
if (self.r/self.R)<a:
test = True
else:
test = False
else:
test = False
else:
test = False
return test

Boundary_approx(self):

A=5.650

gamma=0.5772
51=0.31440354715915003
52=13826.221737646536
s=self.sigma*self.r**2/self.kappa

if s<si:
ba=2/(1+(1/8*(2*gamma+np.log(((4+2*s)-4)/8))**-1))
elif s>s2:
ba=4-3*A**(2/3)*s**(-1/3)
else:
ba=2/(1+(1/8*(2*gamma+np. Log(((4+2*s1)-4)/8))**-1))+((4-3*A**(2/3)*s2**(-1/3))-(2/(1+(1/8*(2*gamma+np. log(((4+2*gamma)-4)/8))

gad=ba*self.sigma/2+2*self.kappa/self.r**2
return(gad)

PartialEnvelopmentBoundary(self):

"""returns the adhesion strength float:gad at wich the transition to partial envelopment takes place.
Prameters:

float:kappa: bending stiffness

float:r: particle radius """

gad=2*self.kappa/self.r**2

return gad

FullEnvelopmentSpinodal(self):

"""preturns the Spinodal adhesion strength float:spinodal at which thw energy barrier to full envelopment vanishes in the high ten
Prameters:

float:r: particle radius

float:kappa: bending stiffness

float:sigma: lateral tension"""

spinodal = 2*self.kappa/self.r**2+self.sigma/0.54

return spinodal

MaxEnvelopmentBarrier(self):

returns the energy barrier float:Maxbarrier to overcome for full envelopment transition at transition boundary
Prameters:

float:r: particle radius

float:kappa: bending stiffness

float:sigma: lateral tension

if self.sigma <= o:
Maxbarrier = @

else:
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Maxbarrier=pi*self.kappa/(1/(1.54*(self.sigma*self.r**2/self.kappa)**0.86)+1/(3.5%(self.sigma*self.r**2/self.kappa)**(1/3)))

return Maxbarrier

def FullEnvelopmentBoundary(self):
"""returns the adhesion strength float:gad at wich the transition to full envelopment takes place.
Prameters:
float:kappa: bending stiffness
float:r: particle radius
float:sigma: lateral tension"""

gad=2*self.kappa/self.r**2+self.sigma
gad=2*self.kappa/self.r**2+self.sigma
def Boundary_approx(s):
A=5.650
gamma=0.5772
51=0.31440354715915003
52=13826.221737646536

if s<si:
ba=2/(1+(1/8*(2*gamma+np.log(((4+2*s)-4)/8))**-1))
elif s>s2:
ba=4-3*A%*(2/3)*s**(-1/3)
else:
ba=2/(1+(1/8*(2*gamma+np.log(((4+2%s1)-4)/8))**-1))+((4-3*A**(2/3)*s2**(-1/3))-(2/(1+(1/8*(2*gamma+np.log(((4+2*gamma)-4)
return(ba)

s=self.sigma*self.r**2/self.kappa
ba=Boundary_approx(s)
gad=ba*self.sigma/2+2*self.kappa/self.r**2

return gad

def FullEnvelopmentBarrier(self):

“""returns the energy barrier float:Ebarrier to overcome for full envelopment transition linearized between Boundary and Spinodal
Prameters:

float:r: particle radius

float:kappa: bending stiffness

float:sigma: lateral tension"""

Boundary = self.FullEnvelopmentBoundary()
Spinodal = self.FullEnvelopmentSpinodal()
MaxEnvelopmentBarrier=self.MaxEnvelopmentBarrier()
if self.gad >= Boundary and self.gad <= Spinodal:
Ebarrier = MaxEnvelopmentBarrier*(1-(self.gad-Boundary)/(Spinodal-Boundary))
elif self.gad > Spinodal:
Ebarrier = @
else:
Ebarrier = 1
return Ebarrier

de

2

adjust_Tstep(self):
relative_rp_change=(self.sigma*self.rp-self.line_tension)/self.surface_viscosity*self.Tstep/self.rp_meta

if (abs(relative_rp_change) > 0.2 and relative_rp_change > 1) or (abs(relative_rp_change) > 0.2 and self.rp > self.rp_meta):
self.Tstep=self.Tstep/2

elif relative_rp_change < 8.1 and self.Tstep < self.Tstep_max:
self.Tstep=self.Tstep*2

else:
self.Tstep = self.Tstep_max

def particle_uptake(self):
self.r = np.random.normal(self.r_m, self.r_std)
if self.Desernol()==True:
self.uptake_probability = 1
elif self.gad>self.FullEnvelopmentBoundary() and self.r<30e-9:
self.uptake_probability = np.exp(-self.FullEnvelopmentBarrier()/boltzmann/self.temperature)

else:
self.uptake_probability=0

if self.SConcentration>@:
N_impact = self.Tstep*np.sqrt(pi*boltzmann*self.temperature*self.SConcentration*(4*pi*self.R**2)/(32*4.0/3.0%*pi*self.r**3
if N_impact-int(N_impact)>np.random.random():

N_impact=np.ceil(N_impact)

else:
N_impact=np.floor(N_impact)
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def

def

self.N_impacted = N_impact

if N_impact*self.uptake_probability-int(N_impact*self.uptake_probability) > np.random.random()
N_int = np.ceil(N_impact*self.uptake_probability)

else:

N_int = np.floor(N_impact*self.uptake_probability)

self.N_internalized=N_int
self.N_pores=self.N_pores+N_int

self.v

self.V + N_int*(4/3%*pi*self.r**3)

elF.R = (3.0/4.0/pi*self.V)**(1.0/3.0)

self.A

4*pi*self . R*¥*2

self.A_lip = self.A_lip - N_int*(4*pi*self.r**2)
self.area_excess = (self.A_lip + self.N_pores*pi*self.rp**2 - self.A)/ self.A_lip

self.sigma

max(self.tension_eff(),(9.81*162.2*0.15*self.R**2))

self.SConcentration = self.SConcentration - N_int/(4*pi*self.R¥*2*((self.diffusion_coefficient*2*self.Tstep)**0.5+self.r)

else:
pass

self.SConcentration = self.SConcentration + 4*pi*self.diffusion_coefficient*(self.NConcentration-max(self.SConcentration,@))*

relaxation(self):

if self.V > @ and self.N_pores > @:
P = 2.0 * self.sigma / self.R
self.V = self.V - self.Tstep*P/(3*self.solute_viscosity)*self.rp**3*self.N_pores

self.R
self.A

self.area_excess

(3.8/4.0/pi*self.V)**(1.0/3.0)
4*pi*self.R¥*2

= (self.A_lip + self.N_pores*pi*self.rp**2 - self.A)/ self.A_lip

self.sigma = max(self.tension_eff(),(9.81*%162.2%0.15%self.R*¥*2))

self.rp = max(self.rp+(self.sigma*self.rp-self.line_tension)/self.surface_viscosity*self.Tstep,self.rp_meta)

if self.rp == self.rp_meta:

rand=[np.random.random() for i in range(int(self.N_pores))]
closing_Pores=0

for i in rand:

if i<=(1-np.exp(-self.Tstep/self.tau)):
closing_Pores+=1
self.N_pores=int(self.N_pores-closing_Pores)

self.area_excess =

(self.A_lip + self.N_pores*pi*self.rp**2 - self.A)/ self.A_lip
self.sigma = max(self.tension_eff(),(9.81%162.2%0.15%self.R*¥*2))

simulation(self, simulation_time):

start_time = time.time()
print('starting simulation')

data=pd.DataFrame()

try:

while time.time() < start_time + simulation_time:

self.adjust_Tstep()
self.age=self.age+self.Tstep
self.particle_uptake()
self.relaxation()

if self.v<=0:

break

if self.N_pores*self.rp**2*pi >= @.1%*self.A_lip:
print('PENG!")

self.V=

self.R
self.A
break

]

(3.0/4.0/pi*self.V)**(1.0/3.0)
A*pi*self .R*¥*2

data=data.append({'age':self.age, 'area':self.A, 'success ratio':self.uptake_probability, 'tension':self.sigma, 'N_pores’
except Exception as e:
print(e)

return data
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A.4.3. Quelltext FitzZHugh-Nagumo

Created on Tue Feb 1 21:27:39 2022

@author: fstrobl

Adapted Script based on "Interactive module for FitzHugh-Nagumo model."
by John D. Murray (john.david.murray@gmail.com)

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib.widgets import Slider, Button
import matplotlib as mpl

dt = 0.1

def dyn_fn(xinit, tmax, dt, args):
x = np.zeros((int(tmax/dt), len(xinit)))
x[0] = xinit
for i in range(1,int(tmax/dt)):
x[1] = x[i-1] + dt*eqs_fn(x[i-1],args)
return x

def eqs_fn(x,args):
Al, A2, A3, A4, B1, eps = args[0], args[1], args[2], args[3], args[4], args[5]
u = x[0]
w = x[1]
dudt = -(-w*Al + A2*u - A3*u**2 + A4*y**3)
dwdt = eps*(-Bl*u - w)
z = np.array([dudt, dwdt])
return z

def u_nullcline(u, A1,A2,A3, Ad):
return (A2/Al*u - A3/Al*u**2 + A4/Al*u**3)

def w_nullcline(u,B1, eps):
return -B1*(u)

def potential(u, Al, A2,A3,A4,w):
return -w*A1*u+A2/2*u**2-A3/3*u**3+A4/4%u**4

params = {'axes.labelsize': 16,

‘font.size': 16,

‘legend.fontsize': 12,

'xtick.labelsize': 10,

‘ytick.labelsize': 10}
mpl.rcParams.update(params)
mpl.rc('mathtext’, fontset='stixsans',default="regular")

fig = plt.figure(figsize=(8,10))
ax = fig.add_axes([.1,.1,.85,.17])
axl = fig.add_axes([.1,.300,.425,.280])
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ax2 = fig.add_axes([.1,.620,.425,.280])
ax.set_ylim(-1.5,2.5)

axl.set_xlim(-2,3)

axl.set_ylim(-4,4)

ax2.set_x1lim(-2,3)

ax2.set_ylim(-4,4)

ax.set_xlabel('Time")

ax.set_ylabel('u or w')

axl.set_xlabel('u")

axl.set_ylabel('w")

ax2.set_xlabel('u")

ax2.set_ylabel('G(u)")

axcolor = 'lightgoldenrodyellow'

axsAl = plt.axes([0.6, 0.85, 0.3, 0.04], facecolor=axcolor)
axsA2 = plt.axes([0.6, 0.8, 0.3, 0.04], facecolor=axcolor)
axsA3 = plt.axes([0.6, ©0.75, 0.3, 0.04], facecolor=axcolor)
axsA4 = plt.axes([0.6, 0.7, 3, 0.04], facecolor=axcolor)
axsBl = plt.axes([0.6, 0.6, 3, 0.04], facecolor=axcolor)
axseps = plt.axes([0.6, ©.55, 0.3, 0.04], facecolor=axcolor)
axsT = plt.axes([-1,-1,1,1]

axh = plt.axes([-1,-1,1,1])

0.
0.
s

5
)

sAl = Slider(axsAl, r'$A1$', 0.1, 2.0, valinit=1,color="maroon')

sA2 = Slider(axsA2, r'$A2$', -10.0, 10.0, valinit=@,color="midnightblue")
sA3 = Slider(axsA3, r'$A3$', @, 5.0, valinit=2,color="midnightblue")

sA4 = Slider(axsA4, r'$A4$', @, 5.0, valinit=2,color="midnightblue")

sB1l = Slider(axsBl, r'$B1$', 0.01, 5.0, valinit=1,color="midnightblue")
seps = Slider(axseps, r'$\epsilon$', ©.001, 1.0, valinit=0.1,color="k")

sT = Slider(axsT, r'$T$', @, 200.0, valinit=200,color="k")
sxinit = Slider(axh ,'x"',-5,5,valinit=0)

syinit = Slider(axh,'y',-5,5,valinit=0)

swselect = Slider(axh, 'x',-5,5,valinit=0)

1, = ax.plot(@,0, 1lw=2, color='r',label="u")
1b, = ax.plot(0,0, lw=2, color='b',label="w")
11 = ax.legend(loc=2,frameon=False)

11, = axl.plot(®,0, lw=2, color='k")

us = np.linspace(-2,7,1000)

11n1, = axl.plot(us,u_nullcline(us,sAl.val,sA2.val,sA3.val,sA4.val),lw=2,color="r"',1s="--",labe
11n2, = axl.plot(us,w_nullcline(us,sBl.val,seps.val),lw=2,color="b"',1s="--",label="w nullcline’
11po, = ax2.plot(us,potential(us,sAl.val,sA2.val,sA3.val,sA4.val, @),lw=2,color="k',1s="--",1ab

11p, = ax2.plot(us,potential(us,sAl.val,sA2.val,sA3.val,sA4.val, 0),1lw=2,color="g',1s="--",labe

fig.text(.5,.95, adapted FitzHugh-Nagumo model',ha="center',size=18)

fig.text(.55,.36,r $\frac{du}{dt} = -(-w AL + A2 u - A3 u”2 + A4 u"3)$',size=12,color="r")
fig.text(.55,.33,r '$\frac{dw}{dt} = \epsilon ( Bl u - w) $',size=12,color='b")

def update(val):
xinit = [sxinit.val,syinit.val]
wselect = [swselect.val]
T = sT.val
Al = sAl.val
A2 = sA2.val
A3 = sA3.val
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A4 = sA4.val

Bl = sBl.val

eps = seps.val

args = (A1, A2, A3, A4, B1, eps)

m = dyn_fn(xinit,T,dt,args)

t = np.arange(0,T,dt)

1.set_xdata(t)

1b.set_xdata(t)

1.set_ydata(m[:,0])

1b.set_ydata(m[:,1])

ax.set_x1im(@,T)

us = np.linspace(-3,3,500)

11nl.set_xdata(us)

11n2.set_xdata(us)

11nl.set_ydata(u_nullcline(us,A1,A2,A3,A4))

11n2.set_ydata(w_nullcline(us,B1,eps))

11.set_xdata(m[:,0])

11.set_ydata(m[:,1])

11p.set_xdata(us)

11p0.set_xdata(us)

11p@.set_ydata(potential(us,Al,A2,A3,A4,0))

11p.set_ydata(potential(us,A1,A2,A3,A4,m[(np.abs(t - wselect)).argmin(),1]))

print((np.abs(t - wselect)).argmin())

plt.draw()
sAl.on_changed(update)
sA2.on_changed(update)
sA3.on_changed(update)
sA4.on_changed(update)
sBl.on_changed(update)
seps.on_changed(update)
sT.on_changed(update)

resetax = plt.axes([0.8, 0.45, 0.1, 0.04])
button = Button(resetax, 'Reset', color=axcolor, hovercolor='60.975")
def reset(event):

sAl.reset()

sA2.reset()

sA3.reset()

sAd.reset()

sBl.reset()

seps.reset()

sT.reset()
button.on_clicked(reset)

def onpick4(event):
if event.inaxes == ax1:
sxinit.val = event.xdata
syinit.val = event.ydata
update(@)

def onpick42(event):
if event.inaxes == ax:
swselect.val = event.xdata
print(swselect.val)
update(®@)

fig.canvas.mpl_connect('button_press_event',onpick4)

fig.canvas.mpl_connect('button_press_event',onpick42)
plt.show()
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